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XII  
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ABC  družina izlivnih črpalk tipa ABC (ang. ATP-binding cassette family) 
AIP  samoinducirani peptid (ang. autoinducing peptide) 
cDNA  komplementarna deoksiribonukleinska kislina (ang. complementary DNA) 
CRA  agar z barvilom kongo rdeče (ang. congo red agar) 
DDAC  didecildimetilamonijev klorid (ang. didecyldimathylammonium chloride) 
DEG  diferencialno izraženi geni (ang. differentially expressed genes)  
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EPI  inhibitorji izlivnih črpalk (ang. efflux pump inhibitors) 
EPS  zunajcelične polimerne snovi (ang. extracellular polymeric substances) 
FC  faktor povečanja (ang. fold change) 
KAS   kvartarna amonijeva spojina (ang. quaternary ammonium compound) 
MATE  družina izlivnih črpalk tipa MATE (ang. mutidrug and toxic compound extrusion 
family) 
MBK  minimalna baktericidna koncentracija  
MDR  odpornost proti več snovem; večkratna odpornost (ang. multidrug-resistance) 
MFS  družina izlivnih črpalk tipa MFS (ang. major facilitator superfamily) 
MIK   minimalna inhibitorna koncentracija  
mRNA informacijska RNA (ang. messenger RNA) 
MRSA  proti meticilinu odporne bakterije vrste Staphylococcus aureus 
MRSE  proti meticilinu odporne bakterije vrste Staphylococcus epidermidis 
NGS  sekvenciranje nove generacije (ang. next generation sequencing)  
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PIA  medcelični polisaharid adhezin (ang. polysaccharides intercellular adhesion)  
qPCR  kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (ang. quantitative PCR) 
PSM  v fenolu topen modulin (ang. phenol soluble modulin) 
RNA  ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
RNA-seq RNA sekvenciranje (ang. RNA sequencing) 
RND  družina izlivnih črpalk tipa RND (ang. resistance-nodulation-division family) 
ROS  reaktivne kisikove spojine 
RT  reverzna transkripcija 
SCV  populacija majhnih kolonij (SCV; ang. small colony variants) 
SEM  vrstični elektronski mikroskop (ang. scanning electron microscope)  
SMR  družina izlivnih črpalk tipa SMR (ang. small multidrug resistance family) 
TEM  presevni elektronski mikroskop (ang. transmission electron microscope)   
tRNA  prenašalna RNA (ang. transfer RNA) 
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1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZE 
1.1 MIKROBIOLOŠKA OBREMENITEV ČISTIH PROSTOROV 
1.1.1 Čisti prostori 
 
Proizvodnja in ravnanje z izdelki, ki so občutljivi za mikrobiološko kontaminacijo, poteka v t.i. 
čistih prostorih. Čiste prostore najdemo tako v industriji (npr. proizvodnja zdravil, proizvodnja 
hrane, proizvodnja visokotehnoloških izdelkov) kot v kliničnem okolju (npr. lekarne, 
operacijske sobe), kjer je nevarnost mikrobiološke kontaminacije potrebno omejiti (Mahnert in 
sod., 2015; Vijayakumar in Sandle, 2018; Tršan in sod., 2019). To so posebej konstruirani 
prostori, v katerih so vse razmere kontrolirane (npr. temperatura, vlaga, pretok in kakovost 
vpihanega zraka). Do kontaminacije čistih prostorov in tako povečanega tveganja 
kontaminacije procesa ali izdelka lahko pride zaradi: vnosa okuženega materiala, vdora 
okuženega zraka ali z osebjem, ki v čiste prostore vstopa in v njih deluje. Razkuževanje je ciljno 
odstranjevanje oz. zmanjšanje števila mikroorganizmov. V čistih prostorih z razkuževanjem 
preprečujemo prekomerno mikrobiološko obremenjenost čistih prostorov (Whyte in Eaton, 
2004; Sandle, 2011). Nezadostno ali neučinkovito razkuževanje, nekontrolirani vnosi okuženih 
materialov ali neustrezno delovanje sistemov zagotavljanja čistih prostorov predstavljajo veliko 
tveganje za kontaminacijo izdelkov ali procesa.  
 
Opremo in prostore je možno sterilizirati oziroma razkuževati, človek pa je vedno vir in 
prenašalec mikroorganizmov. Zato so najpogosteje izolirani mikroorganizmi v čistih prostorih 
prav bakterije, ki so sicer prisotne v človekovi mikrobioti kože in sluznice, npr. po Gramu 
pozitivne bakterije rodov Staphylococcus ter Microbacterium (El-Din Ashour in sod., 2011; 
Moissl-Eichinger in sod., 2015; Tršan in sod., 2019).  
1.1.2 Kontrola mikrobiološke obremenitve čistih prostorov 
 
V čistih prostorih se redno izvajajo mikrobiološke kontrole za zagotavljanje in kontrolo 
mikrobiološke obremenjenosti. Vzorči se zrak, vse večje površine (npr. tla in stene), oprema in 
osebje. V programu mikrobiološke kontrole je več metod vzorčenja, kajti vsaka ima svoje 
prednosti in pomanjkljivosti. Zrak se vzorči z metodo sedimentacije ali metodo volumetričnega 
vzorčenja. Površine in oprema se vzorčijo z odtisi površin na različna gojišča s kontaktnimi 
agar ploščami, z brisi ali izpiralnimi vodami. Vzorči se tudi osebje, in sicer roke ali oblačila. 
Osebje se vzorči s kontaktnimi ploščami ali z brisi. Mikrobiološko vzorčenje poteka v točno 
določenih časovnih intervalih, po ustaljenem programu in najpogosteje na mestih, kjer je 
občutljivost izdelkov ali procesov za mikrobiološko kontaminacijo največja. Za vsako vzorčno 
mesto so postavljene limitne vrednosti, t.j. število še dovoljenih mikroorganizmov (Sandle in 
sod., 2014; Tršan in sod., 2019). 
 
Za vrednotenje tveganja kontaminacije izdelka ali procesa je pomembno poznati število in vrste 
prisotnih mikroorganizmov. Z identifikacijo izoliranih mikroorganizmov ugotavljamo 
potencialne vire in način(e) vnosa mikroorganizmov v čiste prostore. Z rednim ugotavljanjem 
Ribič U. Proučevanje ... odpornosti ... Staphylococcus epidermidis ... didecildimetilamonijevemu kloridu.         
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020      
  
2 
mikrobiološke obremenjenosti čistih prostorov spremljamo mikrobiološke trende in preko njih 
vrednotimo spremembe v okolju (Sandle, 2011).  
1.2 RAZKUŽEVANJE ČISTIH PROSTOROV 
1.2.1 Razkuževanje čistih prostorov 
 
Čisti prostori morajo biti redno in učinkovito razkuženi. Zato je razkuževanje ena 
najpomembnejših aktivnosti v čistih prostorih in poteka po vnaprej določeni časovni periodi 
(Díaz in sod., 2014). Razkuževanje čistih prostorov najpogosteje poteka s kemičnimi snovmi, 
razkužili, ki morajo biti strokovno potrjeni, odobreni in nadzorovani (Díaz in sod., 2014; 
Vijayakumar in Sandle, 2018).  
1.2.2 Razkužila in njihova uporaba 
 
Razkužila so v uporabi že več stoletij in od sredine 20. stoletja so del redne prakse v medicini, 
živilski industriji in drugod (Taheri in sod., 2016). Razkužila različno delujejo na celice 
mikroorganizmov, npr. lahko poškodujejo celično membrano ali celično steno, denaturirajo 
beljakovine ali spremenijo funkcionalne skupine beljakovin in/ali nukleinskih kislin ali 
kombinacije omenjenih načinov delovanja (Seme, 2002; Gnanadhas in sod., 2013). Delujejo 
predvsem na vegetativne oblike mikroorganizmov. Razkužila lahko delujejo baktericidno (ali 
virucisno ali fungicidno), če bakterije (ali viruse ali glive) uničijo. Lahko pa delujejo le 
bakteristatično (ali fungistatično), če bakterijam (ali glivam) le preprečujejo njihovo 
razmnoževanje (Seme, 2002).  
 
V čistih prostorih uporabljamo razkužila za razkuževanja površin, kot so tla, stene, oprema, 
roke osebja ali pa tudi zraka. Učinkovitost razkuževanja je določena z doseganjem ustrezne 
redukcije mikroorganizmov in je odvisna od vrste in koncentracije mikroorganizmov, 
koncentracije razkužila, kontaktnega časa ter drugih okoljskih dejavnikov, kot so npr. prisotnost 
organskih snovi, temperatura, pH, način in čas razkuževanja. 
 
Zahtevana nizka mikrobiološka obremenitev čistih prostorov pomeni veliko porabo razkužil. 
Ostanki razkužil na površinah lahko povzročajo selekcijski pritisk, ki omogoča prilagoditev 
mikroorganizmov na razkužilo in s tem povečuje možnost preživetja. Koncentracije, ki so nižje 
od letalnih (subinhibitorne koncentracije, ki ne vplivajo na rast mikroorganizmov), potencialno 
povzročijo razvoj odpornosti mikroorganizmov proti antibiotikom ter tudi razkužilom (Maillard 
in sod., 2013; Tezel in Pavlostathis, 2015; Paul in sod., 2019; LaBreck in Merrel, 2020).  
 
Glede na kemično sestavo in aktivne komponente delimo razkužila na več skupin, in sicer 
fenolne spojine, alkoholi, aldehidi, dušikove heterociklične spojine, kvartarne amonijeve 
spojine, gvanidini (npr. bigvanidini, polimerni bigvanidini), peroksigeni (npr. ozon, vodikov 
peroksid, perocetna kislina), halogeni (npr. klorove spojine, jodove spojine), derivati težkih 
kovin (npr. srebrove spojine, baker, živosrebrne spojine) (Preglednica 1). Razkužila ponavadi 
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vsebujejo kombinacijo različnih aktivnih komponent, saj je tako delovanje usmerjeno na več 
kot eno tarčno mesto v celici (Ortega Morente in sod., 2013). 
 
Preglednica 1: Vrste razkužil glede na njihovo tarčno delovanje pri mikroorganizmih (Gnanadhas in sod., 2013) 
Table 1: Disinfectant types according to their cell target site in microorganisms (Gnanadhas et al., 2013) 
 
Tarčno 
delovanje 
Celična 
membrana 
Proteini Nukleinske kisline Celična stena 
Vrsta razkužila 
Kvartarne 
amonijeve spojine 
Alkoholi Alkoholi Alkoholi 
Bigvanidi Fenoli Kisline Fenoli 
Fenoli Feniletri Antimikrobna 
barvila 
Aldehidi 
Feniletri Aldehidi Akridini Klor-sproščujoče 
spojine 
Terpeni Derivati težkih 
kovin 
Aldehidi Derivati težkih 
kovin 
Kisline Izotiazoloni Bigvanidi  
Alkoholi Kisline Diamidini  
anilidi Peroksigeni Klorove spojine  
Peroksigeni Klorove spojine Derivati težkih 
kovin 
 
Parabeni Bigvanidi Peroksigeni  
Izotiazoloni  Halogene spojine  
Anionski 
surfaktanti 
   
 
V nadaljevanju so opisane kvartarne amonijeve spojine, ki so pogoste aktivne komponente v 
razkužilih, ki se uporabljajo za razkuževanje večjih površin in prostorov (Zhang in sod., 2015). 
 
1.2.2.1 Kvartarne amonijeve spojine 
 
Kvartarne amonijeve spojine (KAS) so kationske površinsko aktivne snovi (Gerba, 2015). 
Proizvodnja KAS v Evropi je ocenjena na več kot 1000 ton letno (Wessels and Ingmer, 2013). 
Delujejo kot detergenti in razkužila, zato imajo široko paleto uporabe, npr. v kozmetiki, 
živilstvu, v medicinskih pripomočkih, mehčalih perila, pesticidih, barvilih in pripravkih za 
razkuževanje (Oh in sod., 2013; Gerba, 2015; Jennings in sod., 2015; Tezel in Pavlostathis, 
2015; Zhang in sod., 2015; Analysis of quaternary…, 2016; Melin in sod., 2016; Minbiole in 
sod., 2016). Pogosto so aktivne komponente v razkužilih, ki se uporabljajo pri razkuževanju 
čistih prostorov (Møretrø in sod., 2017). V sledovih jih najdemo v nekaterih naravnih spojinah 
(npr. berberin), največkrat pa so sintetično pridobljene. V aerobnih razmerah so KAS 
biorazgradljive, vendar, zaradi široke uporabe, pogosto ostajajo prisotne v okolju (Tezel in 
Pavlostathis, 2015; Zhang in sod., 2015).  
 
Slika 1 prikazuje kemijsko strukturo KAS. Kationski del sestavlja dušikov ion , na katerega so 
vezane štiri verige ogljikovih skupin različnih dolžin in struktur (R1-R4). Neposredno na 
dušikov atom je vezan anionski del, običajno ion klora ali broma (X-) (Slika 1). Enostavne KAS 
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so vodotopne, stabilne molekule in so zato lahko uporabljene v številnih formulacijah. 
Najpogosteje so to kloridne ali bromidne soli (Gerba, 2015; Jennings in sod., 2015). 
 
Slika 1: Osnovna struktura kvartarnih amonijevih spojin (Gerba, 2015) 
Figure 1: Basic structure of quaternary ammonium compounds (Gerba, 2015) 
Legenda: N+: dušikov atom; R1-R4: verige ogljikovih atomov; X-: halogen element (npr. klor, brom) 
 
KAS učinkovito uničujejo vegetativne oblike bakterij in kvasovke. Bakterijskih spor, plesni in 
mikoplazem ne morejo uničiti, lahko pa zavrejo njihovo rast in razmnoževanje (Wessels and 
Ingmer, 2013). Primarni mehanizem delovanja KAS je poškodba celične membrane. Njihovo 
protimikrobno delovanje je povezava več dogodkov: adsorpcija in penetracija preko bakterijske 
celične stene; delovanje na celično membrano, kjer negativno nabite verige prodrejo skozi 
celično membrano in poškodujejo njeno fizikalno in biokemijsko strukturo; prepuščanje 
znotrajceličnega materiala skozi celično membrano v okolje; degradacija proteinov in 
nukleinskih kislin; razgradnja celične stene kot posledica delovanja avtolitičnih encimov 
(Ioannou in sod., 2007; Gerba, 2015).  
 
Učinkovitost KAS je pogojena z dolžino verige C-atomov. Wessels in Ingmer (2013) poročata 
o optimalni dolžini verige C16 za po Gramu negativne bakterije in C14 za po Gramu pozitivne 
bakterije. Delovanje KAS je učinkovitejše na po Gramu pozitivne bakterije kot po Gramu 
negativne bakterije (Ortega Morente in sod., 2013). Jakost delovanja KAS je odvisna od njene 
koncentracije, ki je v razkužilih načeloma visoka (Ortega Morente in sod., 2013). 
 
Obstaja več vrst KAS. Najpogosteje komercialno uporabljene KAS so: didecildimetilamonijev 
klorid (DDAC), benzalkonijev klorid, cetilpiridinijev klorid, dimetilbenzil amonijev klorid in 
klorheksidin (Melin in sod., 2016; Minbiole in sod., 2016). 
 
1.2.2.1.1 Didecildimetilamonijev klorid 
 
DDAC je kombinacija alkil-kvartarnih amonijevih spojin z dolžino alkilne verige C8, C10 in 
C12. C10 je glavna komponenta in predstavlja več kot 90 % vsebnosti (Analysis of 
quaternary…, 2016). Molekulska formula DDAC je C22H48ClN. Strukturo molekule DDAC 
prikazuje Slika 2.  
 
 
Slika 2: Struktura molekule didecildimetilamnijevega klorida (DDAC) (Ioannou in sod., 2007) 
Figure 2: Structure of didecyldimethylammonium chloride (DDAC) molecule (Ioannou et al., 2007) 
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V literaturi zasledimo več podatkov o protimikrobni učinkovitosti DDAC. Ioannou in sod. 
(2007) so pri bakterijah vrste Staphylococcus aureus dokazali letalni učinek DDAC v 
koncentraciji 35 mg/L in več pri koncentraciji celic bakterij 2 x 109 CFU/mL. Minimalna 
inhibitorna koncentracija (MIK) je bila odvisna od začetne koncentracije bakterij, in sicer od 
0,4 mg/L do 1,6 mg/L, pri koncentracijah od 105 CFU/mL do 109 CFU/mL. Korelacija med 
MIK ter koncentracijo celic je povezana z večjim deležem negativno nabite tehojske kisline v 
celičnih stenah, ki reagira s kationskim nabojem DDAC in s tem zmanjša razpoložljivost DDAC 
v gojišču. DDAC ima močno afiniteto za vezavo na celice bakterij vrste S. aureus. Liza njihovih 
celic se pojavi pri koncentraciji 18 mg/L (Ioannou in sod., 2007).  
 
Kljub dobri protimikrobni aktivnosti DDAC v literaturi zasledimo tudi podatke o prilagoditvi 
različnih bakterij ter pridobljeni odpornosti proti DDAC. Soumet in sod. (2016) so v svojih 
poskusih na DDAC prilagodili bakterije vrst Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria 
monocytogenes in Campylobacter coli. Tudi Walsh in sod. (2003) so dokazali prilagoditev na 
višje koncentracije DDAC pri bakterijah vrste E. coli. Prilagojenim bakterijam so potrdili tudi 
navzkrižno odpornost proti kloramfenikolu in naravnima protimikrobnima sredstvoma, timolu 
in eugenolu.  
1.3 BAKTERIJE VRSTE Staphylococcus epidermidis 
 
Bakterije vrste Staphylococcus epidermidis uvrščamo k po Gramu pozitivnim, ne-
sporulirajočim, fakultativno anaerobnim, katalaza-pozitivnim in koagulaza-negativnim 
stafilokokom (Slika 3). Sevi te vrste so pogosto izolirani v čistih prostorih kliničnega ali 
industrijskega okolja (Sandle, 2011; Hellmark in sod., 2013; Pinheiro in sod., 2014; Lee in sod., 
2019; Szemraj in sod., 2019; Chabi in Momtaz, 2019). Primarno bakterije vrste S. epidermidis 
poseljujejo človeško kožo in sluznico in prispevajo k vzdrževanju normalnega zdravstvenega 
stanja na koži, saj preprečujejo poseljevanje patogenih bakterijskih vrst, kot so npr. bakterije 
vrste S. aureus (Hellmark in sod., 2013; Pinheiro in sod., 2014; Sharma in sod., 2018; Loza-
Correa in sod., 2019). Vnos teh vrst bakterij preko človeka v čiste prostore je pričakovan oz. 
najverjetnejši. 
 
Slika 3: Celice bakterij vrste Staphylococcus epidermidis Se4 (Ribič in sod., 2020) 
Figure 3: Cells of Staphylococcus epidermidis Se4 (Ribič et al., 2020) 
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Bakterije vrste S. epidermidis niso defininrane kot patogena vrsta za razliko od bakterij vrste S. 
aureus, pogosto pa se pojavlja pojem t.i. oportunistični patogen, saj zaradi sposobnosti tvorbe 
biofilma precej težav povzorča v kliničnem okolju (npr. kontaminacija in poseljevanje vsadkov) 
(Wassenaar in sod., 2015; ECDC, 2018; Loza-Correa in sod., 2019; Addetia in sod., 2019). 
Bakterije vrste S. epidermidis so ena izmed vrst rodu Staphylococcus, za katere je znano, da 
lahko ob spremembah (kot je npr. prisotnost subletalnih koncentracij protimikrobnih snovi) 
zelo hitro prilagodijo svoj metabolizem in s tem omogočijo vzdrževanje celične homeostaze 
(Onyango in Alreshidi, 2018). 
 
Bakterije vrste S. epidermidis predstavljajo velik problem bolnišničnih okužb. Po nekaterih 
podatkih je smrtnost kar 24 % (Chabi in Momtaz, 2019). Bakterije vrste S. epidermidis 
smatramo kot večkratno odporne (MDR; ang. multidrug-resistant) bakterije, saj so pogosto 
odporne proti več vrstam antibiotikov. Odpornost proti meticilinu je zelo pogosta (med 75-90 
% sevov) in te bakterije imenujemo tudi meticilin-odporni-Staphylocccus epidermidis (MRSE; 
ang. methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis) (ECDC, 2018). Podatki kažejo tudi na 
odpornost proti drugim penicilinom, trimetorpimu, klindamicinu, fusidni kislini, 
fluorokinolonom, tetraciklinom, aminoglikozidom, makrolidom, pa tudi rifampicinu, linezolidu 
in vankomicinu, ki pa velja kot antibiotik izbire za okužbe z bakterijami vrste S. epidermidis 
(ECDC, 2018; Chabi in Momtaz, 2019). 
1.3.1 Odpornost proti razkužilom pri bakterijah vrste S. epidermidis 
 
Pri bakterijah je razvoj odpornosti proti antibiotikom pogostejši in bolj raziskan pojav kot 
razvoj odpornosti proti razkužilom, vendar razvoj odpornosti bakterij proti različnim 
protimikrobnim snovem v zadnjih letih postaja globalni problem (Gnanadhas in sod., 2013; 
Ortega Morente in sod., 2013; Kalyani Ruddadaraju in sod., 2020; Mc Carlie in sod., 2020). 
Razkužila delujejo na bakterije nespecifično, v primerjavi s specifičnim delovanjem 
antibiotikov. Vzrok je v prisotnosti več različnih aktivnih komponent v enem razkužilu, ki 
modulirajo več različnih tarčnih mest (Bridier in sod., 2011; Gnanadhas in sod., 2013; Gerba, 
2015). Za razvoj odpornosti proti antibiotikom je zato potrebno manj sprememb kot za razvoj 
odpornosti proti razkužilu.  
 
Odpornost proti razkužilom delimo na naravno ali pridobljeno odpornost, kot je prikazano na 
Sliki 4 (Ortega Morente in sod., 2013; Gnanadhas in sod., 2013; Jennings in sod., 2015; 
Vijayakumar in Sandle, 2018; Mc Carlie in sod., 2020). 
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Slika 4: Možnosti razvoja odpornosti proti razkužilom pri bakterijah 
Figure 4: Potential for development of resistance to disinfectants in bacteria 
 
Naravna odpornost proti razkužilu celici omogoča ubranitev pred delovanjem razkužila. 
Sposobnost tvorbe biofilma bakterijam doprimore k naravni odpornosti (Ortega Morente in 
sod., 2013). Celična membrana in celična stena bakterijam omogočata prilagoditev in preživetje 
v spreminjajočem okolju. Spremembe prečnih povezav peptidoglikana in debelina celične stene 
se lahko spreminja med prilagajanjem in razvojem odpornosti proti razkužilu (Ortega Morente 
in sod., 2013). Za ohranitev celične integritete se prilagaja tudi celična membrana. K naravni 
odpornosti znantno doprinesejo tudi proteinski kompleksi kot so izlivne črpalke, ki celicam 
omogočajo aktivno izločanje toksičnih substanc. Pri bakterijah vrste S. epidermidis so najbolj 
poznane izlivne črpalke KAS, črpalke Qac. Poznano je, da delovanje Qac in nekaterih drugih 
črpalk (npr. Nor) omogoča naravno odpornost proti KAS. Nekatere bakterije lahko razkužila 
tudi razgrajujejo.  
 
Pridobljena odpornost se običajno zgodi zaradi mutacij, povišanega izražanja genov (npr. genov 
za izlivne črpalke) ali pridobitve genov z vključevanjem mobilnih genskih elementov, ki se 
prenašajo med celicami iste ali celo različnih vrst (Ortega Morente in sod., 2013; Gnanadhas in 
sod., 2013; Vijayakumar in Sandle, 2018). Jutkina in sod. (2018) navajajo, da je bila večina 
bakterijskih genov za odpornost nekoč na tak način pridobljena iz okolja. Sposobnost 
prevzemanja in vgrajevanja novih genov v lastni genom omogoča bakterijam hitrejše 
prilagajanje na spremembe v okolju (Winstel in sod., 2013). Nedavno je bilo dokazano, da nizke 
koncentracije nekaterih protimikrobnih snovi (antibiotiki in razkužila) lahko spodbudijo 
horizontalni prenos genskega materiala (Jutkina in sod., 2018; LaBreck in Merrell, 2020).  
 
Bakterije vrste S. epidermidis, kot ostale po Gramu pozitivne bakterije, naravno niso odporne 
proti razkužilom. Celično steno in celično membrano lahko substance z veliko molekulsko 
maso, kot so KAS, z lahkoto prehajajo (Ortega Morente in sod., 2013). Vendar pa imajo po 
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Gramu pozitivne bakterije sposobnost prilagajanja debeline peptidoglikana in celične 
membrane, kar lahko vpliva tudi na občutljivost bakterij za delovanje KAS.  
 
Ugotovili smo, da v strokovni literaturi ni enotnega poimenovanja glede odpornosti proti 
razkužilom. Tako zasledimo pojme kot so povečana toleranca, zmanjšana občutljivost, 
prilagoditev, pa tudi odpornost. Meyer in Cookson (2010) sta v svojem delu razlikovala med 
prilagoditvijo, ki je začasna fenotipska prilagoditev celic in odpornostjo, ki je genetsko 
pogojena. Enako terminologijo uporabijo tudi Bridier in sod. (2011) pri analizi biofilmskih celic 
in njihovem odgovoru na delovanje razkužila. Za prilagoditev na povišano koncentracijo 
razkužila se v literaturi uporablja tudi izraz toleranca (Marino in sod., 2010; Ortega Morente in 
sod., 2013). 
 
Zaradi enotnega razumevanja smo v raziskovanem delu doktorske disertacije uporabljali dva 
termina, in sicer prilagoditev na razkužilo in odpornost proti razkužilu. Prilagoditev na 
razkužilo je začasna prilagoditev bakterij na večje koncentracije razkužila kot je MIK, in ta 
prilagoditev ob odsotnosti razkužila izgine. Odpornost proti razkužilu je trajna lastnost, ki je 
dedno prenosljiva na hčerinske celice (Jennings in sod., 2015). Stabilnost celičnih sprememb 
lahko preverimo z umikom spremenljivke, ki je spremembo dejansko povzročila. Na tak način 
lahko preverimo, če so se celice le začasno prilagodile na spremembo ali postale trajno odporne 
(Gadea in sod., 2017).  
 
Prilagoditev na razkužili klorheksidin in oktenidin dihidroklorid so proučevali Dopcea in sod. 
(2019). V študiji so pri tipskem sevu S. epidermidis ATCC 12228, prilagojenem na razkužilo 
klorheksidin, ugotovili 4-kratno povečanje MIK razkužila. V drugi raziskavi (Forbes in sod., 
2014) so se bakterije vrste S. epidermidis lahko prilagodile tudi na druga razkužila, cetrimid 
(vrsta KAS), poliheksametilen bigvanid in triklosan. Trajne odpornosti pri sevih, prilagojenih 
na višje koncentracije razkužil, niso dokazali, saj se je MIK razkužil po precepljanju sevov v 
gojišču brez dodanega razkužila povrnil na vrednost, ki jo je sev imel pred prilagoditvijo. Gadea 
in sod. (2017) so več kot 70 bakterijskih sevov, izoliranih iz hrane, prilagajali na benzalkonijev 
klorid. Ugotovili so, da se je kar 67 bakterijskih izolatov lahko prilagodilo na višje koncentracije 
razkužila. Med prilagojenimi bakterijskimi izolati so pri bakterijah rodu Staphylococcus 
ugotovili več kot 100-kratno povišanje MIK za benzalkonijev klorid. Skovgaard in sod. (2013) 
navajajo, da so bakterije vrste S. epidermidis dandanes manj občutljive za razkužilo triklosan, 
kot so bile v letu 1965, kar so določili s primerjavo MIK za seve, ki so bili izolirani v letih 
2010-2011, in za seve, izolirane v letih 1965-1966. Avtorji razlagajo, da so sevi bakterij vrste 
S. epidermidis v okolju postali odporni zaradi prilagoditve na ostanke triklosana v okolju, kar 
je posledica zelo razširjene uporabe tega razkužila. Kot posledico široke uporabe razkužil, 
zmanjšano občutljivost pri bakterijah vrste S. epidermidis opisujeta že Schmid in Kaplan 
(2004), saj so med kliničnimi izolati pri bakterijah vrste S. epidermidis ugotovili manjšo 
občutljivost za triklosan kot pri bakteirjah vrste S. aureus. Kot razlog navajata, da so bakterije 
vrste S. epidermidis pogosteje v stiku z razkužilom kot bakterije vrste S. aureus in so zato lahko 
nanj prilagojene. Prilagoditev na triklosan je bila pogostejša med meticilin-odpornimi 
bakterijami vrtse S. epidermidis.  
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1.3.2 Navzkrižna odpornost pri bakterijah vrste S. epidermidis 
 
Odpornost proti eni protimikrobni snovi lahko vodi do navzkrižne odpornosti. To pomeni, da 
je sev, odporen na eno protimikrobno snov, pridobil odpornost tudi proti eni ali več drugim 
protimikrobnim snovem (Carson in sod., 2008; Capita in Allonso-Calleja, 2013; Kern in 
Perreten, 2013).  
 
Pretirana in nepravilna uporaba razkužil lahko povzroči poleg razvoja odpornih sevov tudi  
navzkrižno odpornost le-teh (Taheri in sod., 2016). Dolgotrajna izpostavitev bakterij KAS je 
zaskrbljujoča, saj lahko rezultira ne samo v odpornosti proti KAS, temveč tudi odpornosti proti 
drugim protimikrobnim snovem, kot so antibiotiki (White in McDermott, 2001; Zhang in sod., 
2015; Blanco in sod., 2016; Soumet in sod., 2016). Še več, lastnost odpornosti proti 
razkužilu(om) in antibiotiku(om) se prenašajo tudi med vrstami in na tak način prihaja do 
razvoja novih večkratno odpornih sevov (Ortega Morente in sod., 2013).  
 
Paul in sod. (2019) navajajo pojav navzkrižne odpornosti zaradi podobnega ali istega 
mehanizma odpornosti proti več različnim protimikrobnim snovem. Dokazano je bilo, da 
prisotnost nekaterih protimikrobnih snovi, tudi razkužil, inducira povišano izražanje izlivnih 
črpalk, npr. razkužilo triklosan je povzročilo prekomerno izražanje nespecifične izlivne črpalke 
mexAB-OprM pri bakterijah vrste Pseudomonas aeruginosa in nespecifične izlivne črpalke 
SmeDEF pri bakterijah vrste Stenotrophomonas maltophilia, zato se je zmanjšala občutljivost 
za fluorokinolonske antibiotike. Zanimivo, tudi razkužilo benzalkonijev klorid je sprožilo 
povišano izražanje izlivne črpalke SmeDEF pri bakterijah vrste S. maltophilia, vendar ni 
vplivalo na občutljivost bakterij za antibiotike. Blanco in sod. (2016) to razlagajo z različnimi 
koncentracijami razkužil, ki so potrebne za doseganje navzkrižne odpornosti. Verjetno bi bila 
koncentracija benzalkonijevega klorida, potrebna za navzkrižno odpornost, že usodna za celico. 
Singh Sidhu in sod. (2002) so pri kliničnih izolatih bakterij rodu Staphylococcus ugotovili, da 
je odpornost proti antibiotikom pogostejša pri tistih bakterijah, ki so bile odporne proti razkužilu 
benzalkonijev klorid. Izpostavitev bakterij vrste S. aureus nizkim koncentracijam triklosana in 
vodikovega peroksida je povzročila navzkrižno odpornost proti ciprofloksacinu, vendar je bila 
le-ta odvisna od časa izpostavitve razkužilu. Navzkrižna odpornost pri triklosanu se je razvila 
hitreje kot pri vodikovemu peroksidu. Bakterije vrste S. epidermidis so razvile navzkrižno 
odpornost po izpostavitvi razkužilu oktenidin dihidrokloridu, in sicer proti penicilinu in 
tetraciklinu (Dopcea in sod., 2019). Gadea in sod. (2017) so ugotovili, da je prilagoditev na 
višje koncentracije benzalkonijevega klorida pri bakterijah rodu Staphylococcus, izoliranih iz 
hrane, povzročila tudi navzkrižno odpornost proti več antiobiotikom (npr. ampicilin, tetraciklin, 
ceftazidim in sulfametoksazol).  
1.4 MEHANIZMI PRILAGODITVE IN ODPORNOSTI PROTI RAZKUŽILOM PRI 
BAKTERIJAH VRSTE S. epidermidis 
 
Mehanizmi prilagoditve so procesi, s katerim se bakterijske celice prilagodijo na spremenjene 
razmere v njihovem okolju kot je npr. povečana koncentracija protimikrobne snovi. Odvisni so 
od lastnosti seva in njegovega genetskega potenciala za razvoj prilagoditve.  
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V literaturi je opisanih več mehanizmov prilagoditve razkužilom pri bakterijah rodu 
Staphylococcus. Najpogosteje zasledimo podatke o povečanem delovanju izlivnih črpalk (Huet 
in sod., 2008; Jaglic in Cervinkova, 2012; Nørby Nielsen in sod., 2013; Wassenaar in sod., 
2015; Blanco in sod., 2016; Fagerlund in sod., 2016; García-Gómez in sod., 2017; Turchi in 
sod., 2020). Opisane pa so tudi druge spremembe, ki jih obravnavamo kot mehanizme 
prilagoditve ali mehanizme razvoja odpornosti proti razkužilom pri bakterijah vrste S. 
epidermidis. To so spremembe v sestavi celične membrane (Di Pasqua in sod., 2006; Jennings 
in sod., 2017), sprememba tvorbe biofilma (Fagerlund in sod., 2016; Slany in sod., 2017; Turchi 
in sod., 2020), spremembe v hitrosti rasti (Latimer in sod., 2012; Onyango in Alreshidi, 2018) 
in spremembe velikosti celic (Onyango in sod., 2013; Murphy in sod., 2018; Onyango in 
Alreshidi, 2018). Mehanizmi prilagoditve tako bakterijam zagotavljajo vzdrževanje celične 
homeostaze (Onyango in Alreshidi, 2018). 
1.4.1 Izlivne črpalke 
 
Izlivne črpalke so največkrat opisani mehanizem vključen v prilagoditev in odpornost. Izlivne 
črpalke so bile najprej odkrite pri bakterijah vrste E.coli, in sicer v povezavi z izločanjem 
antibiotikov. Danes vemo, da so izlivne črpalke prisotne pri večini bakterij, njihova funkcija pa 
ni omejena le na izločanje antibiotikov, ampak na mnogo različnih substanc, proti katerim se 
lahko razvije odpornost (Blanco in sod., 2016). Izlivne črpalke so proteinski kompleksi, 
sestavljeni iz ene ali več enot in primarno skrbijo za prenos snovi v celico in iz celice. Glede na 
način delovanja ločimo več družin izlivnih črpalk, in sicer tipa ABC (ang. ATP-binding cassette 
family), tipa RND (ang. resistance-nodulation-division family), tipa MFS (ang. major facilitator 
superfamily), tipa SMR (ang. small multidrug resistance family) in tipa MATE (ang. multidrug 
and toxic compound extrusion family). Večina izlivnih črpalk je nespecifičnih, kar pomeni, da 
lahko izločajo različne snovi, ki so si med seboj kemijsko podobne (npr. barvila, razkužila, 
detergenti, antibiotiki in druge toksične substance), zato se pogosto imenujejo tudi nespecifične 
izlivne črpalke (Wessels in Ingmer, 2013).  
 
Odpornost proti KAS je pri bakterijah rodu Staphylococcus primarno poznana kot višje 
izražanje in povečano delovanje izlivnih črpalk Qac (Wessels in Ingmer, 2013; Minbiole in 
sod., 2016). Povečano delovanje izlivnih črpalk je v literaturi opisano kot najpogostejši 
mehanizem prilagoditve na KAS (Jaglic and Cervinkova, 2012; Wassenaar in sod., 2015).  
 
Črpalke Qac so kodirane na plazmidih (Crismaru in sod., 2011) in poznamo jih več vrst. 
Uvrščamo jih v družine MFS in SMR (Santos Costa in sod., 2013). Vplivajo k odpornosti proti 
več kot 30 različnim kationskim snovem iz 12 različnih kemijskih skupin (Cervinkova in sod., 
2013). Poleg KAS izločajo tudi druge spojine, in sicer več vrst mono- in di-valentnih kationskih 
spojin, barvila (npr. etidijev bromid, akriflavin), bigvanide, diamidine (Jaglic in Cervinkova, 
2012; Santos Costa in sod., 2013; Addetia in sod., 2019). Zaradi širokega spektra spojin, ki jih 
prenašajo te črpalke, jih uvrščamo v skupino nespecifičnih izlivnih črpalk. Najpomembnejši in 
najbolj raziskani sta črpalki QacA in QacB, ki edini spadata v skupino MFS. Med seboj se 
razlikujeta le v eni aminokislini (Addetia in sod., 2019), zato ju pogosto določimo kot eno 
črpalko pod imenom QacA/B (Jaglic in Cervinkova, 2012). Nedavne študije alelnih variant 
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črpalke QacA so pokazale, da v nekaterih primerih večje raznolikosti doprinesejo k večji 
odpornosti proti razkužilom (Addetia in sod., 2019). Poleg QacA/B so pri bakterijah rodu 
Staphylococcus poznane še druge črpalke Qac: QacC, QacG, QacH, QacJ (Heir in sod., 1999; 
Bjorland in sod., 2003; Correa in sod., 2008; Prag in sod., 2014; Addetia in sod., 2019). Črpalke 
QacE in QacEΔ1 so pogoste med po Gramu negativnimi bakterijami in QacZ so bile dokazane 
pri bakterijah rodu Enterococcus (Jaglic in Cervinkova, 2012).  
 
Poleg črpalk Qac k odpornosti proti razkužilom prispevajo tudi druge črpalke. Najpogosteje 
opisana pri stafilokokih je NorA, ki je bila prvotno povezana z odpornostjo proti 
fluorokinolonom (Gnanadhas in sod., 2013; Taheri in sod., 2016). Gen za črpalko NorA (norA) 
je za razliko od genov qac, lociran na bakterijskem kromosomu. Izražanje izlivnih črpalk je v 
celici strogo kontroliran proces. Njihovo povišano izražanje in delovanje je lahko posledica 
prisotnosti snovi, ki inducira njihovo delovanje ali posledica mutacije (Blanco in sod., 2016).  
1.4.2 Maščobnokislinski profil 
 
Pri po Gramu pozitivnih bakterijah poleg citoplazemske membrane celico obdaja tudi celična 
stena. Skupaj predstavljata bariero pred okoljskimi vplivi in preprečujeta poškodbe celične 
vsebine zaradi okoljskih dejavnikov.  
 
S spremembo maščobnokislinskega profila citoplazemske membrane se ohranja njena 
fluidnost. Celice jo ohranjajo s spremembami maščobnokislinske sestave tako, da spremenijo 
delež iso- in anteiso- razvejanih maščobnih kislin, spremenijo izomerizacijo cis- nenasičenih 
maščobnih kislin (UFA) v trans- izomere in spremenijo povprečne dolžine verig maščobnih 
kislin (Di Pasqua in sod., 2006). Pri odpornosti proti KAS pa se lahko spremeni tudi razmerje 
med nasičenimi in nenasičenimi maščobnimi kislinami (Di Pasqua in sod., 2006; Patrignani in 
sod., 2008; Mirani in Jamil, 2013; Wessels in Ingmer, 2013; Yoon in sod., 2015; Luo in sod., 
2018).  
1.4.3 Celična stena 
 
Celična stena je pri po Gramu pozitivnih bakterijah sestavljena iz debelih plasti peptidoglikana 
in polimerov (npr. tehojska kislina, lipotehojska kislina) in nanjo vezanih proteinov. 
Peptidoglikan je sestavljen iz dolgih verig polisahararida, glikana. Le-te so med seboj prečno 
povezane s peptidi (Loskill in sod., 2014; Onyango in Alreshidi, 2018). Peptidoglikan je v 
celični steni glavna komponenta, zato je bistveni mehanizem odpornosti na nivoju celične stene 
prav sprememba le-tega. Onyango in Alreshidi (2018) opisujeta spremembe v debelosti celične 
stene po prilagoditvi bakterij rodu Staphylococcus različnim dejavnikom. Prilagoditev na višje 
koncentracije soli, nizke temperature in odpornost proti antibiotikom povzroči zadebelitev 
celične stene, kar je posledica krajših prečnih proteinskih povezav, redukcije povezovanja plasti 
peptidoglikana in redukcije sinteze proteinov, ki so del celične stene. Rezultat teh sprememb je 
zadebelitev celične stene (Onyango in Alreshidi, 2018). 
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1.4.4 Biofilm  
 
Bakterije vrste S. epidermidis so se sposobne pritrjevati na površino in tvoriti biofilm. Pri tvorbi 
biofilma so primarno odgovorni geni ica (operon icaADBC), ki vplivajo na proizvodnjo 
medceličnega polisaharid adhezina PIA, ki je glavna sestavina zunajcelične polimerne snovi 
(EPS, ang. extracellular polymeric substances) (Arciola in sod., 2006). Primarno je odgovorna 
za pritrjanje celic na površino in začetno tvorbo biofilma oz. celično agregacijo na površini 
(Hwa Ong in sod., 2019). Vendar pa prisotnost in izražanje genov ica ni nujna za tvorbo 
biofilma pri bakterijah vrste S. epidermidis, saj je tvorba biofilma dokazana tudi pri ica-
negativnih sevih (Loza-Correa in sod., 2019; Farajzadeh Sheikh in sod., 2019; Ribič in sod., 
2017). Biofilm lahko bakterije vrste S. epidermidis tvorijo tudi preko površinskih proteinov 
celične stene (npr. SdrC, ClfB, FnBPA, FnBPB), ki omogočajo tako začetno pritrjanje na 
površino kot tudi agregacijo celic (Fagerlund in sod., 2016; Loza-Correa in sod., 2019). 
Pomembno vlogo pri nastajanju biofilma imata tudi proteina Aap in Bhp, kodirana s 
kromosomskima genoma aap oz. bhp. 
 
Na odpornost biofilmskih celic vpliva več dejavnikov: zmanjšana in upočasnjena penetracija 
protimikrobne snovi skozi biofilmski matriks, upočasnjena celična rast, ki nastane zaradi  
omejenih hranil v biofilmu in upočasnjenega metabolizma, povečana gostota celic, medcelično 
sporazumevanje (quorum sensing), spremenjeno izražanje genov (npr. višje izražanje genov za 
izlivne črpalke), prenos mobilnih genskih elementov med celicami iste ali drugih vrst (Bridier 
in sod., 2011; Hasanvand in sod., 2019; Gebreyohannes in sod., 2019; Paul in sod., 2019). 
Literaturni podatki kažejo, da lahko subinhibitorne koncentracije razkužil celo stimulirajo 
proizvodnjo biofilma, s tem ko vplivajo na višje izražanje genov za pritrjanje na površine in 
tvorbo biofilma (Bridier in sod., 2011). Identifikacija bakterijskih sevov glede sposobnosti 
tvorbe biofilma je zato pomemben indikator, ki nakazuje dovzetnost oz. večji potencial 
odpornosti proti razkužilom in drugim protimikrobnim snovem.  
1.4.5 Drugi mehanizmi 
 
Prilagoditev in razvoj odpornosti proti razkužilu se lahko odrazi tudi preko drugih sprememb 
celice, kot so pigmentacija, spremenjena velikost (običajno pride do zmanjšanja velikosti celic), 
upočasnjena ali hitrejša rast, spremenjena metabolna aktivnost, spremembe v aminokislinskem 
profilu (Onyango in sod., 2013; Onyango in Alreshidi, 2018; Wang in sod., 2018). 
1.5 METODE ZA PROUČEVANJE PRILAGODITVE IN ODPORNOSTI BAKTERIJ PROTI 
RAZKUŽILOM   
 
Mehanizme prilagoditve lahko proučujemo posredno preko fenotipskih metod, ki nakazujejo 
na določene mehanizme (npr. minimalna inhibitorna koncentracija (MIK), hitrost rasti, 
delovanje izlivnih črpalk, sposobnost pritrjanja na površino in tvorba biofilma, analiza 
maščobnih kislin, mikroskopija celic). Proučevanje mehanizmov prilagoditve oz. razvoja 
odpornosti pa je lahko tudi z genotipskimi metodami (npr. detekcija posameznih genov s PCR, 
analiza transkriptoma).  
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1.5.1 Fenotipske metode 
 
1.5.1.1 Gojitvene metode 
 
1.5.1.1.1 Minimalna inhibitorna koncentracija 
 
Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) določamo z metodo difuzije v trdem ali z metodo 
razredčevanja v tekočem gojišču. Princip metode je določitev minimalne koncentracije 
protimikrobne snovi, ki v razmerah inkubacije prepreči rast mikroorganizmu, s katerim je v 
stiku. Indikator rasti je lahko turbidimetrična meritev motnosti gojišča ali kolorimetrična 
meritev ob dodatku različnih barvil (Klančnik in sod., 2010). Obstaja več smernic, ki poleg 
načina testiranja navajajo tudi limitne vrednosti protimikrobnih snovi glede za posamezno vrsto 
mikroorganizma in tako opredelijo odporen sev (CLSI, 2012). Vendar pa so le-te načeloma 
vezane na antibiotike in mikroorganizme, ki izhajajo iz kliničnega okolja. Za razkužila limitnih 
vrednosti, ki bi definirale odpornost, ni (Morrissey in sod., 2014; Blanco in sod., 2016). 
Vijayakumar in Sandle (2018) opozarjata, da primanjkuje podatkov o pričakovanih MIK pri 
izolatih iz čistih prostorov v industriji, saj je večina študij vezanih na izolate iz kliničnega 
okolja. Tudi Morrissey in sod. (2014) opozarjajo na pomembnost postavljenih limitnih 
vrednosti za razkužila. Pri študiji občutljivosti kliničnih sevov različnih vrst bakterij so poleg 
določanja MIK uporabili tudi metodo določanja minimalne baktericidne koncentracije (MBK). 
MBK je koncentracija razkužila, ki je potrebna za inhibicijo 90 % celic medtem, ko je MIK 
koncentracija, potrebna za inhibicijo 50 % koncentracije celic (Skovgaard in sod., 2013), čeprav 
definicije MIK in MBK niso poenotene (Burt, 2004). MBK je zato običajno višja od MIK 
(Morrissey in sod., 2014). Vseeno je določevanje MIK metoda, ki se najpogosteje uporabi za 
primarno določitev dovzetnosti mikroorganizma za protimikrobno snov, tudi razkužila 
(Andrews, 2001). Z metodo določanja MIK v mikrotitrski ploščici lahko hitro in enostavno med 
seboj primerjamo različne seve oz. določamo prilagoditev. 
 
1.5.1.1.2 Hitrost rasti  
 
Hitrost rasti bakterij lahko določimo z rastno krivuljo, npr. tako, da v določenem času merimo 
absorbanco in določamo celično gostoto, ali tako da določimo število bakterij (CFU/ml) in rast 
prikažemo z odvisnostjo števila celic/celične gostote od časa. Spremembe v hitrosti rasti 
bakterij so opazovali npr. Latimer in sod. (2012) po prilagoditvi bakterij vrste S. aureus na višje 
koncentracije triklosana in zaznali upočasnjeno rast celic. Tudi Gadea in sod. (2017) so 
ugotavljali spremembe v hitrosti rasti pri različnih bakterijskih vrstah po prilagoditvi na višje 
koncentracije razkužila benzalkonijev klorid in heksadecilpiridinijev klorid. Ugotovili so, da so 
nekateri sevi bakterij vrst Bacillus cereus in Pantoea sp. UJA71k' po prilagoditvi rasli hitreje 
napram istim bakterijskim sevom pred prilagoditvijo na razkužilo. 
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1.5.1.1.3 Delovanje izlivnih črpalk 
 
Za določanje delovanja izlivnih črpalk obstaja več metod, in sicer najpogosteje se uporablja 
dodatek inhibitorjev izlivnih črpalk (EPI; ang. efflux pump inhibitors), kot so npr. CCCP- 
karbonil cianid m-klorofenilhidrazon, PAbN- fenilalanin-arginin beta-naftilamid, TZ- 
tioridazin, NMP-1-(1-naftilmetil)-piperizin (Jennings in sod., 2017). Tako so za določanje 
delovanja izlivne črpalke QacC Fuentes in sod. (2005) uporabili inhibitor karbonil cianid m-
klorofenilhidrazon (CCCP). Sabatini in sod. (2017) pa so delovanje izlivne črpalke NorA pri 
bakterijah vrst S. epidermidis in S. aureus določili z uporabo več različnih inhibitorjev, 2-
fenilkinolonov in pirazolbenzotiazina. Mehanizem delovanja EPI na izlivne črpalke je 
nespecifičen in pogosto so to toksične substance (Sabatini in sod., 2017). Martins in Amaral 
(2012) sta predlagala alternativno metodo določanja delovanja izlivnih črpalk na gojišču z 
dodatkom barvila akridin oranž. To barvilo je novejše in manj toksično kot je bilo določanje 
delovanja izlivnih črpalk z etidijevim bromidom. Glede na fluorescenco bakterij po osvetlitvi s 
svetlobo UV lahko določamo učinek izlivnih črpalk pri različnih koncentracijah barvila akridin 
oranž (Martins in Amaral, 2012).  
 
1.5.1.1.4 Določitev tvorbe biofilma 
 
Tvorbo biofilma in spremembe v tvorbi biofilma lahko fenotipsko določamo z metodo 
določanja sposobnosti pritrjevanja na izbrano površino ter barvanja pritrjenih celic (npr. z 
barvilom kristal vijolično in merjenjem absorbance) ali z metodo rasti na gojišču z barvilom 
kongo rdeče (CRA), kjer se po barvni lestvici ocenjuje sposobnost tvorbe biofilma na gojišču 
(Arciola in sod., 2006; Milisavljević in sod., 2008; Okee in sod., 2012; Dias Lemos Kaiser in 
sod., 2013). Vsaka izmed metod ima svoje prednosti in pomanjkljivosti, zato jih je priporočljivo 
uporabiti v kombinaciji (Arciola in sod., 2006). Povezavo med odpornostjo proti razkužilu in 
tvorbo biofilma so pri bakterijah rodu Staphylococcus (tudi S. epidermidis) iskali Fagerlund in 
sod. (2016). Z detekcijo genov in preveritvijo pritrjanja na površino in barvanjem pritrjenih 
celic s kristal vijoličnim so določili pozitivno korelacijo med tvorbo biofilma in zmanjšano 
občutljivostjo na razkužilo benzalkonijev klorid. Latimer in sod. (2012) so poleg sposobnosti 
pritrjanja in tvorbe biofilma po prilagoditvi sevov bakterij vrste S. aureus na triklosan določili 
tudi spremembe v hitrosti tvorbe biofilma pri prilagojenih celicah in biofilmsko strukturo. 
Spremembe v nivoju tvorbe biofilma pa lahko preučimo tudi s sekvenciranjem. Sekvenciranje 
celotnega genoma biofilmskih celic so uporabili Fagerlund in sod. (2016) pri analizi biofilmskih 
sevov bakterij rodu Staphylococcus izoliranih iz živilske industrije. 
 
1.5.1.1.5 Analiza maščobnih kislin 
 
Eden izmed možnih mehanizmov prilagoditve in odpornosti je tudi sprememba citoplazemske 
membrane, kar nam običajno nakaže sprememba v maščobnokislinski sestavi. 
Maščobnokislinski profil lahko določamo z metodo in situ transesterifikacije maščobnih kislin 
in plinsko kromatografijo (Polak in sod., 2008). Z analizo maščobnokislinskega profila so Di 
Pasqua in sod. (2006) proučevali spremembe na nivoju citoplazemskih membran pri bakterijah 
vrste S. aureus po prilagoditvi na subinhibitorne koncentracije naravnih protimikrobnih snovi. 
Maščobnokislinski profil pa lahko analiziramo tudi z drugimi metodami. Tako so npr. Luo in 
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sod. (2018) pri bakterijah vrste S. epidermidis in S. haemolytucus spremembe v 
maščobnokislinskem profilu po prilagoditvi na pomanjkanje hranil analizirali z masno 
sprektrometrijo in tankoplastno kromatografijo.  
 
1.5.1.2 Analiza morfoloških lastnosti celic 
 
Spremembe celic lahko opazujemo z mikroskopiranjem z različnimi mikroskopskimi 
tehnikami. Običajno spremembe celic opazujemo z večjimi povečavami z elektronsko 
mikroskopijo, in sicer s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM; ang. Transmission Electron 
Microscopy), če želimo videti tudi spremembe celičnih struktur. Spremembe na površini celic 
pa navadno bolje vidimo z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM; ang. Scanning Electron 
Microscope. Nikitina in sod. (2016) so s SEM opazovali celice bakterij vrste S. aureus po 
izpostavitvi QAC in določili spremembe na površini celic in spremembe celičnih oblik. Z 
opazovanjem celic bakterij vrste S. epidermidis in S. aureus po prilagoditvi na različne 
spremembe v okolju (nizka temperatura, prisotnost antibiotike, povišana koncentracije soli, 
sprememba pH) so Onyango in sod. (2013) z opazovanjem pod elektronskim mikroskopom 
ugotovili spremembe v velikosti celic in zadebelitev celične stene celic. 
1.5.2 Genotipske metode 
 
1.5.2.1 PCR 
 
Mehanizme prilagoditve in odpornosti določamo na osnovi preiskave genoma, npr. z 
določitvijo tarčnih genov, kjer v PCR (verižna reakcija s polimerazo) uporabimo sekvence 
začetnih oligonukleotidov za vnaprej poznane sekvence tarčnih genov. Veliko študij 
mehanizmov odpornosti ima vključeno analizo PCR za iskanje prisotnosti genov, ki lahko 
vodijo do izražanja mehanizmov odpornosti (npr. gene za izlivne črpalke, biofilm) (Singh Sidhu 
in sod., 2002; Gadea in sod., 2017; García-Gómez in sod., 2017; Taheri in sod., 2016; 
Hasanvand in sod., 2019; Turchi in sod., 2020).  
 
1.5.2.2 Analiza transkriptoma 
 
Veliko večjo natančnost na nivoju genskega zapisa dajo informacije o izražanju genov, kar 
lahko ugotavljamo preko analize RNA. Le-to z reverzno transkripcijo spremenimo v cDNA, in 
nato z metodami, kot so kvantitativni PCR v realnem času (qRT-PCR), analize celotnega 
transkriptoma na mikromrežah ali RNA-seq ugotavljamo nivo izražanja posameznih genov 
(Theis in sod., 2007; Qin in sod., 2014). RNA-seq spada med metode sekvenciranja nove 
generacije (NGS; ang. Next Generation Sequencing) in ima pred ostalimi metodami številne 
prednosti, saj gre za hitro metodo z velikim izplenom podatkov in se lahko analizira brez ali z 
referenčnim genomom ali transkriptomom (Carvalhais in sod., 2015; da Fonseca in sod., 2016). 
Možnost uporabe NGS za proučevanje prilagoditve opisujejo Stapley in sod. (2010). Princip 
analize je izolacija mRNA in njen prepis v komplementarno cDNA. Le-ta se nato pomnožuje 
in pripravi se knjižnica sekvenc. S pomočjo bioinformacijskih orodij se sekvence mapirajo na 
komplementarne sekvence, ki jih pridobimo iz baz podatkov (Ozsolak in Milos, 2011). Glede 
na razlike v izražanju genov pred in po prilagoditvi dobimo kandidatne gene, ki so odgovorni 
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za mehanizme prilagoditve in odpornosti. Analize transkriptomov in analize kandidatnih genov 
so se poslužili Slany in sod. (2017) pri analizi vpliva izpostavitve bakterij vrste S. aureus 
razkužilom in njihovim vplivom na sposobnost tvorbe biofilma. Moran in sod. (2017) pa so z 
RNA-seq lahko analizirali mehanizme, ki so odgovorni za preživetje po izpostavitvi sapienski 
kislini pri bakterijah vrst S. epidermidis in S. aureus. 
1.6 NAMEN IN CILJI RAZISKAV TER HIPOTEZE 
 
Namen raziskav je bil karakterizacija sevov bakterij vrste S. epidermidis izoliranih iz čistih 
prostorov industrijskega okolja in študij prilagoditve ter razvoja odpornosti proti razkužilu, ki 
vsebuje didecildimetilamonijev klorid (DDAC) in proti čisti komponenti DDAC. 
 
Cilji raziskav so bili:  
 
• Izolacija in karakterizacija bakterijskih izolatov vrste S. epidermidis iz čistega 
industrijskega okolja in raziskava mehanizmov delovanja razkužila, ki vsebuje kvartarno 
amonijevo spojino didecildimetilamonijev klorid (DDAC), glutaraldehid, etilendioksi 
dimetanol in DDAC na bakterije vrste S. epidermidis v primerih razvoja pridobljene 
odpornosti oz. prilagoditve.  
• V eksperimentalno delo vključiti vsaj 50 izolatov bakterij vrste S. epidermidis izoliranih 
iz omenjenih proizvodnih obratov in vsaj 10 humanih izolatov bakterij vrste S. 
epidermidis ter seve S. epidermidis iz zbirke ATCC. 
• Pri izolatih S. epidermidis določiti občutljivost na razkužilo in DDAC, prisotnost genov 
qacA/B, qacC, qacG, qacH, qacJ, norA, vključenih v razvoj odpornosti proti razkužilu na 
osnovi kvartarnih amonijevih spojin, prisotnost genov icaA, aap, bhp, vključenih v 
sposobnost tvorbe biofilma ter sposobnost adhezivnosti. 
• Glede na rezultate karakterizacije za proučevanje prilagoditve in razvoja odpornosti proti 
razkužilu in DDAC izbrati 8-10 sevov, jih vključili v dve skupini za nadaljnje testiranje. 
V nadaljevanju pa seve izpostaviti subinhibitornim koncentracijam razkužila in DDAC.  
• Prilagojenim oz. odpornim sevom S. epidermidis v primerjavi z istimi izolati pred 
izpostavitvijo razkužilu ali DDAC nato določiti spremembo občutljivosti na razkužilo in 
DDAC, časovno stabilnost MIK za razkužilo in DDAC ter tako opredeliti prilagoditev ali 
razvoj odpornosti, spremembo adhezivnosti in tvorbo biofilma, spremembo 
kultivabilnosti, spremembo morfologije celic in citoplazemskih membran, delovanje 
plazmidno kodiranih izlivnih črpalk Qac in črpalke NorA, ter spremembo v izražanje 
genov qacA/B, qacC, norA pred in po izpostavitvi razkužilu/DDAC. 
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Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
Hipoteza 1: 
Izolati bakterij vrste S. epidermidis bodo različno občutljivi za komercialno razkužilo, ki 
vsebuje DDAC, in za čisto komponento DDAC. Razvoj odpornosti proti razkužilu in čisti 
komponenti DDAC bo različen. 
 
Hipoteza 2: 
Izpostavitev subinhibitornim koncentracijam komercialnega razkužila bo povzročila 
prilagoditev, medtem ko bo izpostavitev subinhibitornim koncentracijam DDAC vodila v 
razvoj odpornih sevov bakterij vrste S. epidermidis. 
 
Hipoteza 3: 
Razvoj odpornih sevov bakterij vrste S. epidermidis proti razkužilu in DDAC bo koreliral s 
povečanim izražanjem genov qacA/B, qacC, norA, povečano sposobnostjo pritrjevanja bakterij 
na površino, zmanjšano občutljivostjo na razkužilo/DDAC, ter s spremenjeno morfologijo 
celic. 
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2 ZNANSTVENA DELA 
 
V sklopu raziskovalnega dela smo okarakterizirali bakterije vrste S. epidermidis, ki smo jih 
izolirali iz čistih proizvodnih prostorov. Bakterije smo izolirali v več čistih prostorih iz zraka, 
površin in osebja. Pri izoliranih sevih smo z MIK določili občutljivost za razkužilo in DDAC. 
V sklopu karakterizacije smo pri izoliranih bakterijah vrste S. epidermidis in tipskih sevih S. 
epidermidis (iz zbirke ATCC) določili lastnosti, ki potencialno vodijo do prilagoditve ali 
razvoja odpornosti proti razkužilom. Vzporedno smo okarakterizirali tudi humane izolate 
bakterij vrste S. epidermidis, izolirane v kliničnem okolju, kar pa ni bilo vključeno v znanstvene 
objave. 
 
Iz nabora izoliranih bakterij vrste S. epidermidis iz čistega okolja smo izbrali šest sevov, ki so 
se med seboj najbolj razlikovali. Seve smo postopno prilagajali na razkužilo in DDAC. Poleg 
sevov iz čistih prostorov smo v prilagoditev vključili tudi sev S. epidermidis ATCC 51625. 
Seve smo prilagodili na DDAC, medtem ko se na razkužilo sevi niso prilagodili. Po prilagoditvi 
smo sevom določili časovno stabilnost prilagoditve in tako vsak sev ovrednotili, ali gre za 
prilagoditev ali razvoj odpornosti proti DDAC.  
 
Pri sevih, prilagojenih na povišane koncentracije DDAC, smo preverili navzkrižno odpornost 
na drugo vrsto KAS, benzalkonijev klorid, in različne antibiotike (npr. ampicilin, eritromicin, 
ciprofloksacin, gentamicin sulfat, tetraciklin in kloramfenikol). Prilagojenim sevom smo 
določili možne mehanizme prilagoditve in sicer s spremembo v pritrjevanju na površino in 
tvorbo biofilma, spremembo delovanja izlivnih črpalk, spremembo v hitrosti rasti, spremembo   
velikosti celic, ter spremembe v maščobnokislinskem profilu bakterij po prilagoditvi na višje 
koncentracije DDAC. 
 
Mehanizme prilagoditve in odpornosti proti DDAC smo v nadaljevanju analizirali z RNA-seq, 
kjer smo proučevali spremenjeno izražanje genov ter njihovo vpletenost v mehanizme, ki lahko 
doprinesejo k prilagoditvi oz. odpornosti seva proti DDAC. Ker smo ugotovili, da se pri 
posameznih sevih S. epidermidis (prilagojenih ali odpornih) lahko izražajo različni mehanizmi, 
smo izvedli analizo transkriptoma dveh sevov S. epidermidis. Od teh je bil en sev prilagojen na 
povišano koncentracijo DDAC (sev z oznako Se11Ad), drugi sev pa je proti DDAC razvil 
odpornost (sev z oznako Se18To). Z metodo RNA-seq smo določili diferencialno izražene gene 
(DEG) in preko njih določili mehanizme prilagoditve in razvoja odpornosti proti DDAC. 
 
Potek raziskovalnega dela je shematsko prikazan na Sliki 5. 
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Slika 5: Shema raziskovalnega dela 
Figure 5: Expreimental work scheme 
SEVI S. epidermidis
ČISTI PROSTORI
Se1- Se57:  
Izolacija sevov iz zraka in površin 
ter osebja v čistih prostorih
REFERENČNI SEVI
Se 58: S. epidermidis ATCC 12228
Se 59: S. epidermidis ATCC 39584
Se 60: S. epidermidis ATCC 51626 (MRSE)
KLINIČNI SEVI
Se61- Se75:  
Pridobitev s strani NIJZ 
Ljubljana 
KARAKTERIZACIJA SEVOV S. epidermidis
- občutljivost za komercialno razkužilo in DDAC
- pritrjanje na površino in tvorba biofilma
- odpornost proti gentamicinu in cefoksitinu
IZBOR SEVOV S. epidermidis: Se1, Se4, Se11, Se18, Se46, Se49, Se60
PRILAGODITEV SEVOV S. epidermidis
- na komercialno razkužilo
- na DDAC
DOLOČITEV ČASOVNE STABILNOSTI PRILAGODITVE:
- prilagoditev na DDAC
- razvoj odpornosti proti DDAC
MEHANIZMI PRILAGODITVE / ODPORNOSTI:
- hitrost rasti
- tvorba biofilma
- izlivne črpalke
- velikost celic
- maščobnokislinska sestava
IZBOR SEVOV S. epidermidis: Se11 in na DDAC prilagojen sev  Se11Ad, 
Se18 in proti DDAC odporen sev Se18To
IZRAŽANJE GENOV S. epidermidis (RNA-seq)
- geni za izlivne črpalke Qac: qacA/B, qacC, qacG, qacH, qacJ
- geni za biofilm: icaA, aap, bhp
- gen za odpornost proti antibiotikom: mecA
MEHANIZMI PRILAGODITVE NA DDAC:
-transportni sistemi
- izlivne črpalke
-metabolizem
- tvorba biofilma
MEHANIZMI ODPORNOSTI PROTI DDAC:
-transportni sistemi
- izlivne črpalke
- metabolizem
- zgostitev/odebelitev celične stene
DOLOČITEV NAVZKRIŽNE ODPORNOSTI:
- razkužilo (Benzalkonijev klorid)
- antibiotiki (Amp, Eri, Cip, Gen, Tet, Klor)
Legenda:
1. Znanstvena objava
2. Znanstvena objava
3. Znanstvena objava
Povezovalno delo
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2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
2.1.1 Karakterizacija bakterij vrste Staphylococcus epidermidis izoliranih iz redno 
razkuževanih industrijskih čistih prostorov 
 
Ribič U., Klančnik A., Jeršek B. 2017. Characterization of Staphylococcus epidermidis strains 
isolated from industrial cleanrooms under regular routine disinfection. Journal of Applied 
Microbiology, 122: 1186-1196 
 
2.1.1.1 Namen 
 
Z različnimi metodami vzorčenja smo iz čistih prostorov želeli izolirati bakterije vrste S. 
epidermidis in jih okarakterizirati glede na lastnosti, ki imajo vpliv na njihovo občutljivost za 
razkužila. S karakterizacijo smo želeli dobiti vpogled v lastnosti sevov S. epidermidis, ki se 
pojavljajo v čistih prostorih. 
  
2.1.1.2 Raziskovalno delo 
 
Iz več različnih čistih prostorov (oznaka prostorov A – E) smo izolirali 57 različnih izolatov 
vrste S. epidermidis. Seve smo izolirali v obdobju treh mesecev iz zraka (z metodo 
sedimentacije in volumetrično metodo), površin in zaščitnih delovnih oblek osebja (z odtisi z 
gojišči in z brisi). Po inkubaciji smo bakterijske kolonije identificirali in pridobljene seve 
bakterij vrste S. epidermidis vključili v nadaljnje raziskave. Dodatno smo vključili še 3 tipske 
seve S. epidermidis (iz zbirke ATCC smo pridobili pozitivno in negativno kontrolo za tvorbo 
biofilma S. epidermidis ATCC 39584 in S. epidermidis ATCC 12228, ter sev, odporen proti 
meticilinu, S. epidermidis ATCC 51625).  
 
Genotipsko karakterizacijo izolatov in tipskih sevov bakterij vrste S. epidermidis smo izvedli s 
PCR v realnem času, kjer smo izolatom določili: prisotnosti genov za izlivne črpalke Qac: 
qacA/B, qacC, qacG, qacH, qacJ; prisotnosti genov za pritrjanje na površino in tvorbo biofilma: 
icaA, aap, bhp; prisotnosti gena za odpornost proti betalaktamskim antibiotikom: mecA. Vse 
seve S. epidermidis smo okarakterizirali tudi fenotipsko tako, da smo določili občutljivost za 
razkužilo in DDAC, sposobnost tvorbe EPS ter pritrjanja na površino in tvorbo biofilma z 
metodo rasti na gojišču CRA in barvanjem pritrjenih celic s kristal violetom, odpornost proti 
cefoksitinu in gentamicinu z določevanjem inhibicijskih con in vrednotenjem odpornosti po 
smernicah CLSI (2012). 
 
2.1.1.3 Rezultati 
 
Shematski prikaz vzorčnih mest v čistih prostorih in pogostost izolacije bakterij vrste S. 
epidermidis so prikazani na Sliki 6. Med 640 vzorci iz čistih prostorov smo izolirali 127 
bakterijskih kolonij, jih identificirali in med njimi so bili sevi bakterij vrste S. epidermidis 
identificirani najpogosteje (57 izolatov). 
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Slika 6: Shema čistih prostorov A-E z označenimi mesti, načini in številom vzorčenj zraka in površin ter 
pogostostjo izolacije in identifikacije bakterij vrste S. epidermidis 
Figure 6: Scheme of cleanrooms A-E with points, methods and numbers of air and surface sampling and 
frequency of isolated S. epidermidis bacterial strains 
Z genotipsko karakterizacijo smo pojavnost genov qacA/B in qacC določili pri veliki večini 
(55/57; 96,5 %) sevov S. epidermidis. Med tipskimi sevi je sev S. epidermidis ATCC 39584 
imel gen qacA/B, sev S. epidermidis ATCC 12228 gen qacC, sev S. epidermidis ATCC 51626 
pa ni imel nobenega gena qac. Genov qacG, qacH, qacJ nismo določili pri nobenem sevu S. 
epidermidis.  
 
Prisotnost genov, ki so odgovorni za pritrjanje na površino in tvorbo bioflma pri izolatih iz 
čistih prostorov ni bila tako pogosta kot prisotnost genov qac. Najpogosteje smo detektirali gen 
aap, in sicer pri 21 izolatih (36,8 %) in gen icaA pri 20 izolatih (35,0 %). Gen bhp je bil prisoten 
le pri 3 izolatih iz čistih prostorov (5,2 %). Sev S. epidermidis ATCC 39584 je imel prisotne 
vse tri biofilmske gene, sev S. epidermidis ATCC 12228 le gen aap in sev S. epidermidis ATCC 
51625 gena icaA in aap.  
 
Gen za odpornost proti betalaktamskim antiobiotikom, mecA, smo identificirali le pri enem 
izmed izolatov (1,8 %) iz čistih prostorov in pri dveh tipskih sevih S. epidermidis ATCC 39584 
in S. epidermidis ATCC 51625. 
 
MIK za razkužilo in DDAC so med izolati in sevi iz zbirk ATCC precej variirale. MIK za 
razkužilo smo določili v rangu od 1,3 mg/L do 40,8 mg/L, za DDAC pa v rangu od 0,14 mg/L 
do 4,5 mg/L. Povprečna MIK med sevi je bila 13,2 mg/L za razkužilo in 1,26 mg/L za DDAC. 
MIK pri sevih niso bile odvisne le od prisotnosti genov qacA/B oz. qacC, saj so bili pri sevih, 
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Legenda:
      :  Vzorčenje zraka s sedimentacijsko metodo
      :  Vzorčenje zraka z volumetrično metodo
      :  Vzorčenje delovnih površin z odtisi in brisi
      :  Vzorčenje površin osebne delovne obleke
Neobarvan simbol: število vzorčenj
Obarvan simbol: število vzorčenj / število izoliranih in identificiranih  bakterij vrste S. epidermidis
Ribič U. Proučevanje ... odpornosti ... Staphylococcus epidermidis ... didecildimetilamonijevemu kloridu.         
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020      
  
22 
kjer smo dokazali prisotnost qacA/B in qacC, MIK za razkužilo in DDAC zelo različne. To 
nakazuje, da na občutljivost za KAS, poleg izlivnih črpalk Qac, vplivajo tudi drugi mehanizmi. 
 
Devet izolatov S. epidermidis iz čistih prostorov in sev S. epidermidis ATCC 39584 je tvorilo 
velike količine EPS in so bili določeni kot močni tvorci EPS in le eden izmed izolatov malo 
(določen kot šibek tvorec), kar smo določili z rastjo sevov na gojišču CRA in karakterizacijo 
barvnih profilov kolonij po Arciola in sod. (2006). Večina sevov S. epidermidis, 47 (82,5 %), 
EPS ni tvorilo oz. jih z omenjeno metodo nismo določili. Z metodo pritrjanja na mikrotitersko 
ploščico in barvanjem pritrjenih celic s kristal violetom smo 23 izolatov (40,4 %) določili kot 
tvorce biofilma. Med njimi je bilo 9 močnih tvorcev biofilma (15,8 %), 6 srednje močnih 
tvorcev (10,5 %) in 8 šibkih tvorcev biofilma (14,0 %), skladno s kriteriji iz literature (Hell in 
sod., 2013).  
 
Le 2 izolata (3,5 %) sta z disk difuzijsko metodo pokazala odpornost proti cefoksitinu. Več 
izolatov S. epidermidis, 27 (47,4 %), je bilo odpornih proti gentamicinu.  
 
2.1.1.4 Sklepi 
 
Za komercialno razkužilo in DDAC so bile MIK pri sevih S. epidermidis znotraj standardnih 
limitnih mej za KAS, kot jih navajajo Marino in sod. (2011). S karakterizacijo izolatov S. 
epidermidis smo ugotovili različno občutljivost sevov na razkužilo in DDAC, neodvisno od 
prisotnosti genov qac, kar nakazuje, da so v odpornost proti KAS vpleteni tudi drugi 
mehanizmi. Kljub temu pa so izolati imeli potencial razvoja odpornosti, saj smo pri vseh 
ugotovili prisotnost vsaj enega gena qac za izlivne črpalke Qac, ki so v literaturi najpogosteje 
navedene kot mehanizem odpornosti.  
 
Ugotovili smo, da se sevi S. epidermidis lahko pritrjajo na površino in tvorijo biofilm. 
Primerjava genotipskih in fenotipskih lastnosti je pokazala, da sposobnost tvorbe biofilma ni 
pogojena le z biofilmskimi geni icaA, aap in bhp, saj so bili močni tvorci biofilma tudi izolati, 
ki teh genov niso imeli. Prav tako povezave med tvorbo biofilma in manjšo občutljivostjo za 
razkužilo in DDAC nismo ugotovili, vsekakor pa tvorba biofilma omejuje učinkovitost 
razkuževanja površin. 
 
Med sevi S. epidermidis smo pri njihovi odpornosti proti antibiotikom ugotovili pogostejšo 
odpornosti proti gentamicinu kot proti cefoksitinu, ki je testni antibiotik za dokazovanje mecA-
pogojene odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom pri stafilokokih. Zaključimo lahko, da 
odpornost proti antibiotikom med sevi S. epidermidis iz čistih prostorov ni pogosto prisotna. 
 
Karakterizacija izoliranih sevov S. epidermidis iz čistih prostorov je pomembna pri vrednotenju 
tveganja za razvoj odpornosti proti razkužilom. Lastnosti bakterij vrste S. epidermidis, kot so 
delovanje izlivnih črpalk, tvorba biofilma in odpornost proti drugim protimikrobnim snovem 
(npr. antibiotikom) potencialno doprinesejo k večjemu tveganju za razvoj odpornosti proti 
razkužilom. 
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2.1.2 Mehanizmi prilagoditve sevov bakterij vrste S. epidermidis po postopni izpostavitvi 
višjim koncentracijam didecildimetilamonijevega klorida 
 
Ribič U., Polak T., Lušnic Polak M., Klančnik A, Jeršek B. 2020a. Adaptation response 
mechanisms of Staphylococcus epidermidis strains exposed to increasing concentrations of 
didecyldimethylammonium chloride. Microbial Drug Resistance, 26, 6: 583-593 
 
2.1.2.1 Namen 
 
Namen raziskav je bil ugotoviti, ali so se sevi bakterij vrste S. epidermidis sposobni prilagoditi 
na od MIK višje koncentracije DDAC ali proti DDAC celo razviti odpornost. Po prilagajanju 
na višje koncentracije DDAC smo želeli ugotoviti, če sevi S. epidermidis lahko razvijejo 
navzkrižno odpornost proti drugim protimikrobnim snovem in kateri so mehanizmi prilagoditve 
na DDAC. 
 
2.1.2.2 Raziskovalno delo 
 
V študijo prilagoditve in razvoja odpornosti proti DDAC smo vključili 6 sevov S. epidermidis 
iz čistih prostorov (označenih kot Se1, Se4, Se11,Se18, Se46, Se49) in sev S. epidermidis 
ATCC 51625 (Se60). Seve smo izbrali glede na raznolikost karakterizacije (prisotnost genov, 
občutljivost proti DDAC, tvorba biofilma, odpornost proti antibiotikoma cefoksitin in 
gentamicin). Seve smo postopoma prilagodili na višje koncentracije DDAC. Začetna 
koncentracija v poskusih prilagoditve je bila 1/4 MIK v 10 mL gojišča Tryptic Soya Broth 
(TSB). Bakterijske kulture so bile inkubirane v gojišču z dodanim DDAC do 7 dni oz. do 
zaznane motnosti gojišča. Ob zaznani rasti (motnost gojišča) smo sev prenesli v gojišče z višjo 
koncentracijo DDAC. Koncentracije DDAC smo povečevali za faktor 2. Prilagoditev je bila 
zaključena, ko tudi po 7 dneh inkubacije ni bilo zaznane rasti. Sevom smo pred in po končani 
prilagoditvi določili MIK za DDAC. Po končani prilagoditvi smo seve precepljali v gojišču 
TSB brez dodanega DDAC in po 10-kratnih precepljanjih ponovno določili MIK za DDAC. V 
kolikor je MIK ostala enaka kot po prilagajanju, je bil sev določen kot trajno prilagojen oz. 
odporen proti DDAC, v kolikor pa se je MIK po precepljanju v gojišču TSB brez DDAC znižala 
v primerjavi z MIK po koncu inkubacije (delna ali popolna vrnitev na MIK pred prilagoditvijo), 
je bil sev ovrednoten kot prilagojen na DDAC.  
 
Po prilagoditvi na višje koncentracije DDAC smo proučevali različne mehanizme sevov, ki bi 
lahko doprinesli k spremembam pri posameznem sevu tako, da smo pred in po prilagoditvi 
določili: navzkrižno odpornost proti drugi vrsti KAS, benzalkonijevemu kloridu, in več 
antibiotikom: ampicilin, eritromicin, ciprofloksacin, gentamicin sulfat, tetraciklin in 
kloramfenikol z določanjem MIK; hitrost rasti, določeno z rastno krivuljo; spremembo v 
sposobnosti pritrjanja na površino in tvorbe biofilma z metodo barvanja s kristal violetom; 
delovanje izlivnih črpalk s testom fluorescence ob prisotnosti barvila akridin oranž; velikost 
celic z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM); maščobnokislinsko analizo sevov 
določeno z metodo transesterifikacije in situ in plinsko kromatografijo (Polak in sod., 2008). 
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2.1.2.3 Rezultati 
 
Izmed 6 sevov S. epidermidis so trije razvili trajno odpornost proti DDAC, Se1, Se18 in Se49. 
Trije sevi pa so bili le začasno prilagojeni na višjo koncentracijo DDAC (Se4, Se11, Se46) kot 
je bila MIK pred prilagoditvijo. Tudi tipski sev Se60 (S. epidermidis ATCC 51625) je prav tako 
postal le začasno prilagojen. Sev Se60 in dva seva S. epidermidis iz čistih prostorov (Se4, Se49) 
so postali navzkrižno odporni proti benzalkonijevemu kloridu. Glede na limitne vrednosti 
smernic CLSI (2012) in EUCAST (2017) je bilo veliko izolatov odpornih proti antibiotikom že 
pred prilagoditvijo na višjo koncentracijo DDAC, zato je bila navzkrižna odpornost po 
prilagoditvi na DDAC vrednotena le tam, kjer izolat pred prilagoditvijo na višjo koncentracijo 
DDAC ni bil odporen proti dotičnemu antibiotiku. Navzkrižna odpornost je bila določena pri 
treh izolatih in pri tipskem sevu pri različnih antibiotikih (gentamicin sulfat, eritromicin, 
ciprofloksacin, kloramfenikol, tetraciklin). Sev Se1 je postal navzkrižno odporen proti 
kloramfenikolu in tetraciklinu. Sev Se49 je postal navzkrižno odporen proti ciprofloksacinu in 
tetraciklinu. Sev Se60 pa je postal navzkrižno odporen proti gentamicin sulfatu, eritromicinu, 
ciprofloksacinu in kloramfenikolu. 
 
Spremembe v hitrosti rasti smo ugotovili pri treh sevih S. epidermidis. Dva seva, Se11 in Se60, 
sta po prilagoditvi na višje koncentracije DDAC imela hitrejšo rast, medtem ko je sev Se1 znižal 
hitrost rasti v primerjavi s sevom pred prilagajanjem na višje koncentracije DDAC. 
 
Prilagoditev na višjo koncentracijo DDAC je povzročila tudi spremembe v sposobnosti 
pritrjanja na površino in tvorbo biofilma. Sevi Se1, Se11 in Se49 so se bili po prilagoditvi na 
DDAC sposobni močneje pritrjati na površino in so postali močnejši tvorci biofilma, seva Se4 
in Se60 pa sta imela manjšo sposobnost pritrjanja in tvorbe biofilma. 
 
Večina sevov (71,4 %) je imela po prilagoditvi na višje koncentracije DDAC večje delovanje 
izlivnih črpalk kot pred prilagoditvijo. Večje delovanje izlivnih črpalk smo s testom 
fluorescence na gojišču z dodanim barvilom akridin oranž določili pri petih sevih, Se1, Se4, 
Se11, Se18 in Se46. 
 
Med mehanizmi prilagoditve je najbolj izstopala sprememba v velikosti celic, kjer smo pri 
večini, to je šestih sevih (Se1, Se4, Se11, Se18, Se46, Se60), določili zmanjšano velikost celic.  
 
Naslednji poglavitni mehanizem prilagoditve je bila tudi sprememba maščobnokislinskega 
profila sevov, saj so vsi sevi po prilagoditvi na višjo koncentracijo DDAC spremenili 
maščobnokislinski profil. Določili smo več sprememb: 
nižjo vsebnost nasičenih maščobnih kislin in povečanje nenasičenih maščobnih kislin smo 
ugotovili pri 5 sevih: Se11, Se18, Se46, Se49, Se60  
nižjo vsebnost nerazvejanih maščobnih kislin smo ugotovili pri 6 sevih: Se1, Se4, Se11, Se18, 
Se49 in Se60  
nižjo vsebnost iso- razvejanih maščobnih kislin smo ugotovili pri 6 sevih: Se4, Se11, Se18, 
Se46, Se49 in Se60 
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višjo vsebnost anteiso- razvejanih maščobnih kislin smo ugotovili pri 5 sevih: Se1, Se4, Se11, 
Se18 in Se60. 
 
2.1.2.4 Sklepi 
 
S postopno izpostavitvijo višjim koncentracijam DDAC smo dokazali, da se sevi bakterij vrste 
S. epidermidis lahko začasno prilagodijo višjim koncentracijam DDAC kot je bila začetna MIK 
ali celo postanejo trajno odporni proti DDAC. Možen je razvoj navzkrižne odpornosti proti 
drugim razkužilom in antibiotikom. Pri prilagojenih in odpornih sevih bakterij vrste S. 
epidermidis so se izrazili različni mehanizmi prilagoditve. Najpogostejši mehanizmi so bili 
sprememba velikosti celic, sprememba citoplazemske membrane, kar se kaže preko spremembe 
maščobnokislinskega profila in povečano delovanje izlivnih črpalk. 
 
Ker sta prilagoditev in razvoj odpornosti proti DDAC pri sevih S. epidermidis mogoča, je 
priprava ustreznega programa razkuževanja v čistih prostorih bistvenega pomena. Poznavanje 
lastnosti prilagoditve na DDAC pri bakterijah vrste S. epidermidis nam omogoča optimizacijo 
metod razkuževanja v primeru neustreznega obvladovanja mikrobiološke kontaminacije čistih 
prostorov.  
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2.1.3 Transporterji in izlivne črpalke so glavni mehanizmi vključeni v prilagoditev in 
odpornost proti didecildimetilamonijevemu kloridu pri bakterijah vrste Staphylococcus 
epidermidis  
 
Ribič U., Jakše J., Toplak N., Koren S., Kovač M., Klančnik A., Jeršek B. 2020b. Transporters 
and efflux pumps are the main mechanisms involved in Staphylococcus epidermidis adaptation 
and tolerance to didecyldimethylammonium chloride. Microorganisms, 8: 344, doi: 
10.3390/microorganisms8030344: 18 str. 
 
2.1.3.1 Namen 
 
Namen raziskovalnega dela je bil proučiti mehanizme prilagoditve na DDAC pri na DDAC 
prilagojenih sevih S. epidermidis s študijo globalnega izražanja genov, RNA-seq. Za študij 
izražanja genov smo izbrali dva seva S. epidermidis, ki sta bila predhodno prilagojena na 
DDAC. Sev S. epidermidis SE11Ad je bil prilagojen na DDAC in sev S. epidermidis SE18To 
je bil odporen proti DDAC. Seva po prilagoditvi in razvoju odpornosti smo analizirali skupaj s 
kontrolnima sevoma, seva pred prilagoditvijo, S. epidermidis SE11 in S. epidermidis SE18.  
 
2.1.3.2 Raziskovalno delo 
 
Proučili smo spremembe v izražanju genov po prilagoditvi na DDAC. Sevoma S. epidermidis 
SE11Ad in SE18To ter njunima kontrolnima sevoma SE11 in SE18 smo izolirali celokupno 
RNA. RNA smo nato z reverzno transkriptazo prepisali v cDNA ter pripravili ločeno označene 
knjižnice sekvenc. Sekvence smo analizirali na sekvenatorju IonProton in dobljene podatke 
sekvenc analizirali z bioinformacijskimi orodji. Kodirajoče sekvence smo mapirali na genom 
tipskega seva S. epidermidis ATCC 12228 in njegovih 6 plazmidov ter plazmid bakterij vrste 
S. epidermidis pHOB1. Z analizo kodirajočih sekvenc smo določili DEG (diferencialno 
izražene gene), ki so se bistveno drugače izražali po prilagoditvi glede na kontrolni sev. 
Podrobno analizo smo izvedli na DEG s stopnjo značilnosti p<0,05 in z vsaj 5-kratno 
spremembo. Anotacijske podatke o genih smo dobili preko njihove oznake in s funkcijsko 
poravnavo na gene stafilokokov s programom Blast2Go. Identifikacijo DEG ter njihovo 
vključenost v biološke procese, molekularne funkcije in njihovo celično lokacijo smo določili 
iz podatkov v javno dostopnih podatkovni bazi UniProt (https://www.uniprot.org/) in z orodjem 
KEGG (https://www.genome.jp/kegg/mapper.html).  
 
2.1.3.3 Rezultati 
 
Pri prilagojenem sevu S. epidermidis SE11Ad smo v primerjavi s kontrolnim sevom S. 
epidermidis SE11 ugotovili 37 DEG z višjim izražanjem in 74 DEG z nižjim izražanjem po 
prilagoditvi na DDAC (kriterij FC > 5, p < 0,05). Pri prilagoditvi na DDAC pri sevu S. 
epidermidis SE11Ad je bilo bistveno višje izraženih kar 9 genov, ki so vključeni v celični 
transport in delovanje izlivnih črpalk. To so bili geni pstS, ki kodira tioredoksin reduktazo (FC 
124,9), pstC, gen za fosfatni transporter (FC 38,5), metI, gen za permeazo za transport D-
metionina (FC 19,6), SE0334, gen, ki kodira izlivno črpalko za arzenove spojine, uhpT (FC 
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11,5), ki kodira heksoza-fosfatni antiporter, tcyB, ki kodira permeazo za transport L-cistina (FC 
10,5), oppC, ki kodira permeazo za transport oligopeptidov (FC 8,1), pstB, gen za ATP-vezni 
protein fosfatnega transporta (FC 8,0) in metN, ki kodira ATP-vezni protein za transport 
metionina (FC 5,4). Poleg transporta in izlivnih črpalk so bili višje izraženi še geni, ki so 
vključeni v metabolizem in biosintezo sekundarnih metabolitov (npr. gen arcC, ki kodira 
karbamat kinazo (FC 20,7)). DEG z nižjim izražanjem so bili predvsem geni vključeni v 
metabolizem. Med njimi izstopa gen gehD, ki kodira glicerol-ester hidrolazo (FC-495,5). Ta je 
vključena v maščobni metabolizem. DEG z nižjim izražanjem so bili tudi geni poti šikimske 
kisline: SE1599, ki kodira korizmat mutazo (FC -26,1), SE1224, ki kodira šikimat kinazo (FC 
-6,2) in SE1153, ki kodira 3-fosfošikimat 1-karboksivinil transferazo (FC -5,8). Nižje izražanje 
smo ugotovili tudi v genih, ki sodelujejo pri različni biosinteznih poteh. To so bili npr. gen ipk 
(FC -21,7), ki kodira protein, vključen v biosintezo terpenoidov. Gena hemC (FC -12,8), 
SE0814, ki kodira hem sintazo (FC -8,5) in SE1344, ki kodira uroporfirinogen III sintazo (FC 
-5,9) sta vključena v biosintezo hema. MiaA (FC -8,9) pa kodira tRNA dimetil alil transferazo, 
ki je je vključena v sintezo tRNA. Nižje izraženi so bili tudi geni, ki so vključeni v sistem Agr, 
kar posledično vpliva na povečano tvorbo biofilma. Ti geni sistema Agr so bili agrA (FC -81,3), 
agrC (FC -77,0), agrD (FC -391,5) in SE0484 gen za v fenolu-topni modulin b1/b2 (FC -
285,1). Nižje izraženi so bili tudi geni več domnevnih transpozaz (SE0079 (FC -1795,91), 
SE0090 (FC -636,85), BUM85_RS13075 (FC -1447.36) in geni, vključeni v transport (SE0405, 
ki kodira transporter lipoproteinov (FC -0405), SE0407, ki kodira ATP-vezni protein ABC 
transporterja (FC -250,9) in SE0910, ki kodira signal-prepoznavni protein (FC -5,6)). 
 
Pri odpornem sevu S. epidermidis SE18To smo ugotovili 21 DEG z višjim in 21 DEG z nižjim 
izražanjem kot pri kontrolnem sevu S. epidermidis SE18. Višje izraženi DEG so bili geni, 
vključeni v celični transport nukleotidov (npr. SE0875, ki kodira uracil permeazo (FC 27,6)), 
aminokislin (npr. SE1992, ki kodira permeazo ABC transporterja za L-cistin (FC16,0)) in kovin 
(znuB (FC 6,8)), ter geni izlivnih črpalk (npr. arsB, ki kodira izlivno črpalko za arzenove spojine 
(FC 6,0) in lmrP, ki kodira nespecifično izlivno črpalko (FC 7,0)). Višje izraženi so bili tudi 
geni metabolizma, biosinteze sekundarnih metabolitov in strukturni geni ribosomov. Nižje 
izražanje genov po razvoju odpornosti proti DDAC pa smo ugotovili pri genih, vključenih v 
biosintezo aminokislin. To so bili npr. gen dapE, ki kodira sukcinil diaminopimelat 
desukcinilazo (FC -34,0). Ta je vključena v sintezo amonikisline lizin, ki je pomembna pri 
izgradnji celične stene. Nižje izražen je bil tudi gen SE1079, ki kodira alanin racemazo (FC -
16,9), ki je prav tako vpletena v spremembe v celični steni na račun peptidoglikana. Nižje 
izražena sta bili tudi gena SE0275, ki kodira 1-(5-fosforibozil)-5-[85-fosforibozil amino) 
metilideneamino] imidazol-4-karboksamid izomerazo (FC -7,0), in metC, ki kodira cistation 
b-liazo (FC -7,8). DEG z nižjim izražanjem so bili tudi geni za biosintezo razvejanih 
aminokislin (npr. SE1657, ki kodira ketol-kislinsko reduktoizomerazo (FC -8,1)). 
 
Skupna DEG adaptiranega in odpornega seva sta bila gena za aminokislinski transport 
(kodirajoč L-cistein permeazo), in sicer s FC 10,5 pri SE11Ad in FC 16,0 pri SE18To. Sicer 
gre za različna gena, vendar oba kodirata izlivno črpalko za arzenove spojine (SE0334 s FC 
11,8 pri Se11Ad in arsB s FC 6,0 pri Se18To). Aminokislina L-cistein je vključena v varovalne 
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celične procese pred škodljivimi učinki toksičnih spojin. Izlivne črpalke za arzen pa so 
nespecifične črpalke za izločanje toksičnih snovi iz celic. 
 
2.1.3.4 Sklepi 
 
Z analizo RNA-seq prilagojenega in odpornega seva SE11Ad in Se18To smo dobili veliko 
podrobnih podatkov o mehanizmih, ki so vključeni v prilagoditev in razvoj odpornosti proti 
DDAC. Nekatere mehanizme smo deloma določili in predvideli že v predhodnih študijah (npr. 
nižja metabolna aktivnost vpliva na rast manjših celic in nižje izražanje genov sistema Agr 
doprinese k močnejši tvorbi biofilma), vendar smo z analizo celotnega transkriptoma dobili 
vpogled tudi v druge mehanizme prilagoditve in razvoja odpornosti. Prilagoditev na od MIK 
višje koncentracije DDAC vključuje predvsem povišano izražanje genov, ki sodelujejo pri 
celičnem transportu in genov izlivnih črpalk. Zelo pomemben mehanizem prilagoditve je tudi 
povečana tvorba biofilma. Odpornost proti DDAC prav tako vključuje nižje izražene gene, ki 
so vključeni v metabolizem in biosintezne poti in so lahko vključeni tudi v spremembo celične 
stene. 
 
Z analizo diferencialno izraženih genov transkriptomov smo identificirali bistvene mehanizme 
prilagoditve in odpornosti proti DDAC pri bakterijah vrste S. epidermidis. Identifikacija 
mehanizmov prilagoditve in odpornosti proti DDAC pri sevih S. epidermidis je zelo pomembna 
za morebitno iskanje novih tarčnih mest delovanja razkužil pri teh bakterijah in posledično 
kontrolo nad povečevanjem tveganja prekomerne kontaminacije čistih prostorov. 
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2.2 POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO 
 
V tem poglavju je predstavljeno znanstveno delo, ki smo ga opravili v sklopu raziskovalnega 
dela, vendar ga zaradi vsebine in rezultatov ni bilo mogoče umestiti v objavljena znanstvena 
dela (2.1). Povezovalno delo vsebuje dva sklopa raziskav. 
2.2.1 Karakterizacija humanih sevov bakterij vrste Staphylococcus epidermidis iz 
kliničnega okolja 
 
V prvem sklopu predstavljamo humane seve bakterij vrste S. epidermidis, ki so bili izolirani v 
kliničnem okolju pri bolnikih (hemokultura, urinokultura, bris kože oz. rane). S karakterizacijo 
smo želeli primerjati seve S. epidermidis, izolirane iz čistih prostorov, in humane seve S. 
epidermidis iz kliničnega okolja. Humani sevi S. epidermidis so bili donirani iz Nacionalnega 
laboratorija za zdravje, okolje in hrano, Ljubljana. Nabor humanih sevov je bil bistveno manjši 
(15) od nabora izoliranih sevov iz čistih prostorov (57).  
 
2.2.1.1 Uvod 
 
Bakterije vrste S. epidermidis so prisotne na človeški koži in sluznici kot del normalne kožne 
mikrobiote (Sharma in sod., 2018). Običajno niso tretirane kot patogene vrste za razliko od 
bakterij vrste S. aureus. Zaradi sposobnosti tvorbe biofilma jih pogosto opisujejo kot 
oportunistično patogene, ki povzročajo vrsto zapletov v kliničnem okolju zaradi kontaminacije 
medicinskih pripomočkov in posledično okužb pri bolnikih (Otto, 2009; Wassenaar in sod., 
2015; Mostafa Solati in sod., 2015; Sivaranjani in sod., 2019). Pogosto je tudi zapleteno 
zdravljenje takšnih okužb, saj antibiotiki na celice v biofilmu težje učinkujejo kot na 
planktonske celice (Sivaranjani in sod., 2019). Hkrati je znano tudi, da je med bakterijami vrste 
S. epidermidis pogosta odpornost proti antibiotikom, predvsem meticilinskim (MRSE) 
(Mostafa Solati in sod., 2015; Szemraj in sod., 2019).  
 
Namen naših poskusov je bil okarakterizirati 15 izolatov bakterij vrste S. epidermidis, ki so bili 
izolirani v kliničnem okolju in so humanega izvora. Z genetsko in fenotipsko karakterizacijo 
smo želeli pridobiti informacije o njihovi sposobnosti prilagoditve na razkužila na osnovi KAS, 
kot smo to storili pri sevih S. epidermidis iz proizvodnih čistih prostorov.  
 
Karakterizacija humanih sevov je potekala s PCR v realnem času, kjer smo izolatom določili: 
prisotnosti genov za izlivne črpalke Qac, qacA/B, qacC, qacG, qacH, qacJ; prisotnosti genov 
za pritrjanje na površino in tvorbo biofilma, icaA, aap, bhp; prisotnosti gena za odpornost proti 
betalaktamskim antibiotikom, mecA. Seve smo nato okarakterizirali tudi fenotipsko tako, da 
smo določili: občutljivost za razkužilo in DDAC; sposobnost pritrjanja na površino in tvorbo 
biofilma z metodo rasti CRA in barvanjem pritrjenih celic s kristal violetom; odpornost proti 
cefoksitinu in gentamicinu z določanjem inhibicijskih con in vrednotenjem odpornosti po 
smernicah CLSI (2012). 
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2.2.1.2 Material in metode 
 
2.2.1.2.1 Izolacija, identifikacija in gojenje humanih izolatov bakterij vrste S. epidermidis iz 
kliničnega okolja 
 
Iz Nacionalnega inštituta za javno zdravje Ljubljana, smo dobili 15 izolatov S. epidermidis 
humanega izvora (iz vzorcev krvi, urina, oz. brisov kože ali rane), ki so bili izolirani pri bolnikih 
v kliničnem okolju.  
 
Izolate smo prejeli na trdnem gojišču TSA (ang.Tryptic Soya Agar; Oxoid) in jih pred 
nadaljnimi preiskavami namnožili v sveže pripravljenem tekočem gojišču TSB (ang. Tryptic 
Soya Broth; Oxoid). Gojišče s kulturami smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Sveže kulture smo nato 
identificirali na sistemu za identifikacijo bakterij in gliv, Vitek 2 Compact (Biomerieux) po 
principu biokemijskega profila. Za nadaljnja testiranja smo kulture zopet namnožili na gojišču 
TSA in jih 24 ur inkubirali pri 37 °C. Kolonije smo sprali s sterilno 0,45% raztopino NaCl 
(Biomerieux) in pripravili bakterijsko suspenzijo. Celotni volumen bakterijske suspenzije smo 
razdelili v 1 mL-krioviale in shranili pri -75 °C (Thermofischer). 
 
2.2.1.2.2 Izolacija genomske in plazmidne DNA 
 
Odmrznjeno kulturo smo namnožili v gojišča TSB (4 mL), 24 ur pri 37 °C. Genomsko DNA 
smo izolirali po protokolu proizvajalca s komercialnim kitom PrepMan Ultra sample 
preparation reagent (Applied Biosystems). Plazmidno DNA smo izolirali s komercialnim 
kompletom PureLink HiPure Plasmid Miniprep (Applied Biosystems) po proizvajalčevem 
protokolu. Izolirano DNA smo do nadaljnje uporabe hranili pri -20 °C. Kakovost izoliranih 
DNA (koncentracija in čistost) smo preverili z merjenjem absorbance (Lambda Bio+, Perkin-
Elmer) pri 260 nm in 280 nm . 
 
2.2.1.2.3 Določitev genov s PCR v realnem času 
 
Prisotnost genov, ki so vključeni v tvorbo biofilma (icaA, aap, bhp), genov za izlivne črpalke 
Qac (qacA/B, qacC, qacG, qacH, qacJ) in gena za odpornost proti betalaktamskim antibiotikom 
(mecA) smo določili s PCR v realnem času (ABI Prism 7500, Applied Biosystems). Vsak vzorec 
je bil analiziran 2x v treh ponovitvah. Za določitev genov icaA, aap, bhp in mecA smo uporabili 
genomsko DNA in za določitev genov qacA/B, qacC, qacG, qacH in qacJ plazmidno DNA. 
Začetni oligonukleotidi in razmere pomnoževanja za posamezne gene so bili povzeti iz 
literaturnih podatkov (Preglednica 2). 
 
Posamezni vzorci za PCR so bili sestavljeni iz 12,5 µL PowerSYBR Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystems), 500 pmol posameznega oligonukleotidnega začetnika za specifičen gen 
(Preglednica 2) in 1 µL genomske ali plazmidne DNA. Skupni volumen vzorca je bil 25 µL. 
Razmere pomoževanja so bile: začetna denaturacija vzorca pri 95 °C 10 minut in nato so sledile 
časovno-temperaturne faze značilne za specifičen gen (Preglednica 2). Na koncu smo dodali 
disociacijo pomnožkov in določitev temperature njihove disociacije. Vsi pomnožki so bili 
preverjeni tudi z agarozno gelsko elektroforezo. 
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Preglednica 2: Začetni oligonukleotidi in razmere pomnoževanja za določitev izbranih genov pri karakterizaciji 
humanih sevov bakterij vrste S. epidermidis s PCR v realnem času 
Table 2: Sequences of primers and real-time PCR conditions for detection of selected genes in the 
characterization S. epidermidis human strains  
 
Gen Začetni oligonukleotid Pogoji pomnoževanja Vir 
forward reverse Št. 
ciklov 
D Pr Po 
icaA 5΄-
CTGTTTCATGG
AAACTCC-3΄ 
5΄-
TCGATGCGATTT
GTTCAAACA-3΄ 
40 94 °C, 
30 s 
57 °C, 
30 s 
60 °C, 
60 s 
Tremblay 
in sod., 
2013 
aap 5΄-
GAAGCACCGA
ATGTTCCAACT
ATC-3΄ 
5΄-
AGTTGGCGGTA
TATCTATTGTA-
3΄ 
40 94 °C, 
30 s 
54 °C, 
60 s 
60 °C, 
60 s 
Tremblay 
in sod., 
2013 
bhp 5΄-
TGGTATTAGG
AAGCTCTCAG-
3΄ 
5΄-
ATACCAGCGTG
ACGCAAATC-3΄ 
25 94 °C, 
30 s 
52 °C, 
45 s 
72 °C, 
70 s 
Gu in sod., 
2005 
qacA/B 5΄-
GCAGAAAGTG
CAGAGTTCG-3΄ 
5΄-
CCAGTCCAATC
ATGCCTG-3΄ 
40 94 °C, 
30 s 
52 °C, 
60 s 
60 °C, 
60 s 
Noguchi in 
sod., 2006 
qacC 5΄-
GGCTTTTCAAA
ATTTATACCAT
CCT-3΄ 
5΄-
ATGCGATGTTCC
GAAAATGT-3΄ 
40 94 °C, 
30 s 
52 °C, 
60 s 
60 °C, 
60 s 
Singh 
Sidhu in 
sod., 2001, 
2002 
qacG 5'- 
CAACAGAAAT
AATCGGAACT-
3 
5'-
TACATTTAAGA
GCACTACA-3 
40 94 °C, 
30 s 
45 °C, 
10 s 
72 °C, 
12 s 
Prag in 
sod., 2014 
qacH 5'- 
ATAGTCAGTG
AAGTAATAG-3' 
5'-
AGTGTGATGAT
CCGAATGT-3' 
40 94 °C, 
30 s 
45 °C, 
10 s 
72 °C, 
12 s 
Prag in 
sod., 2014 
qacJ 5'- 
CTTATATTTAG
TAATAGCG-3' 
5'-
GATCCAAAAAC
GTTAAGA-3' 
40 94 °C, 
30 s 
43 °C, 
10 s 
72 °C, 
12 s 
Prag in 
sod., 2014 
mecA 5΄-
AAAATCGATG
GTAAAGGTTG
GC-3΄ 
5΄-
AGTTCTGCAGTA
CCGGATTTGC-3΄ 
30 92 °C, 
30 s 
60 °C, 
30 s 
72 °C, 
30 s 
Piessens in 
sod., 2012 
Legenda: D: denaturacija; Pr: prileganje; Po: podaljševanje 
 
2.2.1.2.4 Določitev MIK 
 
MIK smo določili za vsak humani sev S. epidermidis za komercialno razkužilo (Kohrsolin 
extra: DDAC 80 mg/g, glutaraldehid 50 mg/g, etilendioksimetanol 141 mg/g; Bode Chemie) in 
čisto komponento DDAC (Merck). Uporabili smo metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
(Klančnik in sod., 2010) in rezultate ovrednotili z uporabo barvila INT (Sigma; ang. p-iodo-
nitro-tetrazolium violet). Vsak izolat smo testirali 2-krat v dveh ponovitvah. Z razredčevanjem 
za faktor 2 smo pripravili redčitveno vrsto razkužila ali DDAC v gojišču TSB. V vsak vzorec 
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smo dodali še svežo bakterijsko kulturo v koncentraciji 106 cfu/mL. Pri vsakem eksperimentu 
smo naredili tudi pozitivno kontrolo (gojišče z bakterijsko kulturo brez dodanega razkužila) in 
negativno kontrolo (samo gojišče TSB, in drugo negativno kontrolo z gojiščem TSB in dodanim 
razkužilom oz. DDAC). Mikrotitrske ploščice smo inkubirali 24 ur pri 37 °C. Po končani 
inkubaciji smo v vsak vzorec dodali 10 µL barvila INT (2 mg/mL) in ovrednotili rezultat glede 
na spremembo barve gojišča. Rdeče obarvanje je pomenilo vzorec z aktivnimi bakterijami, 
neobarvano gojišče pa vzorec brez aktivnih bakterij. MIK je določena kot najmanjša 
koncentracija, ki inhibira bakterijsko metabolno aktivnost (Klančnik in sod., 2010). 
 
2.2.1.2.5 Sposobnost pritrjanja na površino oz. tvorba biofilma 
 
Izločanje zunajceličnih polimernih snovi (EPS) smo določili s testom gojenja bakterijskih 
kolonij na gojišču CRA (ang. Congo red agar) (Arciola in sod., 2006). Prekonočno bakterijsko 
kulturo smo nacepili na površino gojišča BHI (ang. Brain heart infusion agar, Merck) z dodano 
saharozo (36 mg/mL) in barvilom kongo rdeče (0,8 mg/mL; Sigma-Aldrich, ang. Congo Red). 
Vsak sev smo nacepili v dveh ponovitvah. Gojišče z bakterijsko kulturo smo inkubirali 24 ur 
pri 35 °C in nato še 24 ur pri 25 °C. Zrasle kolonije smo vrednotili glede na njihovo barvo kot 
opisujejo Arciola in sod. (2006). Črna barva kolonij je pomenila močne tovrce EPS, temno rjava 
do skoraj črna šibke tvorce EPS in rdeča (svetlo, temno) seve, ki EPS niso tvorili. 
 
Sposobnost pritrjevanja seva na površino smo določili z metodo barvanja s kristal vijoličnim 
(Ziebuhr in sod., 1999; Okee in sod., 2012). Prekonočne bakterijske kulture smo v koncentraciji 
približno 106 cfu/mL (200 µL) prenesli v mikrotitrske ploščice. Tako pripravljene kulture smo 
inkubirali 24 ur pri 37°C. Po končani inkubaciji smo nevezane celice sprali iz mikrotitrske 
ploščice z aspiriranjem in trikratnim spiranjem s fiziološko raztopino (9 g/L NaCl). Vezane 
celice v mikrotitrski ploščici smo nato fiksirali z vročim zrakom. Nato smo k vsakemu vzorcu 
dodali kristal vijolično (1 %, Fluka, Sigma Aldrich) in inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi. 
Po odstranitvi barvila smo vsakemu vzorcu dodali 96 % etanol (Hungrana Ipartelep) in pomerili 
absorbanco pri 584 nm (Tecan Saphire, Tecan Trading AG). Za kontrolo smo merili tudi 
absorbanco kjer je bilo v mikrotitrski ploščici le gojišče TSB. Za vsak sev smo vrednotili 
povprečno jakost tvorbe biobilma kot navajajo Hell in sod. (2013) (Preglednica 3).  
 
Preglednica 3: Vrednotenje jakosti tvorbe biofilma (Hell in sod., 2013) 
Table 3: Analysis of biofilm producers (Hell at al., 2013) 
 
Kriterij Vrednotenje 
DApovp < Ac Ni tvorec biofilma 
Ac < DApovp < 2xAc Šibek tvorec biofilma 
2xAc < DApovp < 4xAc Srednje močan tvorec biofilma 
DApovp > 4xAc Močan tvorec biofilma 
 
Legenda: 
Avzorec: absorbanca vzorca; ATSB: povprečna absorbanca gojišča; DA razlika absorbanc (DA= Avzorec - ATSB); DApovp: 
povprečna razlika absorbanc; SD: standardni odklon pri ATSB; Ac: limitna vrednost absorbance (Ac=ATSB +3xSD); 
TSB: gojišče triptični sojin bujon. 
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Rezultate razlik izmerjenih absorbanc sevov (DA) smo kot vpliv različnih humanih sevov S. 
epidermidis na sposobnost pritrjanja na površino z analizo variance (ANOVA), srednje 
vrednosti sposobnosti pritrjanja med različnimi sevi pa so bile izračunane z Duncanovim testom 
in primerjane pri 5 % tveganju (IBM SPSS Statistics 20). 
 
2.2.1.2.6 Testiranje odpornosti proti antibiotikom 
 
Skladno s standardno metodo disk difuzije po smernicah CLSI (2012) smo humanim sevom 
bakterij vrste S. epidermidis določili občutljivost za antibiotike. Testiranje smo izvedli s 
komercialnimi diski s cefoksitinom (30 µg; Bio-Rad) in gentamicinom (10 µg; Bio-Rad). Vsak 
sev je bil na posamezni antibiotik testiran trikrat, iz treh premerjenih con inihibicije smo 
izračunali povprečen premer cone za vrednotenje občutljivosti ali odpornosti. Vrednotenje 
rezultatov je bilo skladno s smernicami CLSI (2012) (Preglednica 4).  
 
Preglednica 4: Vrednotenje odpornosti bakterij vrste S. epidermidis proti antibiotikom (CLSI, 2012) 
Table 4: Evaluation of S. epidermidis resistance to antibiotics (CLSI, 2012) 
 
Antibiotik Premer inhibicijske cone Vrednotenje 
gentamicin (10 µg) ≥15 mm Občutljiv 
13-14 mm Mejno občutljiv 
≤12 mm Odporen 
Cefoksitin (30 µg) ≥25 mm Občutljiv 
≤24 mm Odporen 
 
2.2.1.3 Rezultati 
 
Glavne lastnosti humanih sevov S. epidermidis so prikazane v Preglednici 5. 
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Preglednica 5: Genotipske in fenotipske lastnosti humanih sevov bakterij vrste S. epidermidis  
Table 5: Genotypic and phenotypic characteristics of S. epidermidis human strains  
 
Sev 
Genotipska karakterizacija Fenotipsko izražanje 
Geni qac za 
odpornost proti 
razkužilom (KAS) 
Geni za tvorbo 
biofilma 
Gen za 
odpornost 
proti 
antib. 
MIK (mg/L) Tvorba biofilma Odpor-
nost proti 
antib. 
A/B C G H J icaA aap bhp mecA R DDAC CRA CV G C 
Se61 - - - - - - - - - 20,4 0,14 
Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
R S 
Se62 - + - - - - + - - 10,2 0,06 Močan 
tvorec 
Močan 
tvorec 
R S 
Se63 - - - - - - - - + 20,4 0,14 Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
R R 
Se64 + - - - - - + - - 10,2 0,06 Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
R R 
Se65 + + - - - - - - - 20,4 0,14 Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
S S 
Se66 - + - - - - + - + 10,2 0,06 Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
I S 
Se67 - - - - - - - - - 10,2 0,06 
Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
S S 
Se68 - - - - - - + - + 10,2 0,06 Šibek 
tvorec 
Ni 
tvorec 
R R 
Se69 - + - - - + + - + 20,4 0,06 Močan 
tvorec 
Močan 
tvorec 
R R 
Se70 - - - - - + + - - 10,2 0,06 Močan 
tvorec 
Močan 
tvorec 
R R 
Se71 + - - - - + + - - 20,4 0,14 Močan 
tvorec 
Močan 
tvorec 
R S 
Se72 - - - - - - + - - 10,2 0,06 Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
R S 
Se73 - + - - - + + - - 10,2 0,06 Močan 
tvorec 
Močan 
tvorec 
R R 
Se74 - + - - - - + - - 10,2 0,06 Ni 
tvorec 
Ni 
tvorec 
S S 
Se75 + - - - - - + + + 10,2 0,06 Ni 
tvorec 
Šibek 
tvorec 
S S 
 
Legenda:  
KAS: kvartarne amonijeve spojine; A/B: gen qacA/B; C: gen qacC; G: gen qacG; H: gen qacH; J: gen qacJ; MIK: 
minimalna inhibitorna koncentracija; R: razkužilo; DDAC: didecildimetilamonijev klorid; CRA: metoda rasti na 
CRA; CV: metoda barvanja pritrjenih celic s Kristal vijoličnim; G: gentamicin; C: cefoksitin; R: odporen sev glede 
na limitno vrednost (CLSI, 2012); S: občutljiv sev glede na limitno vrednost (CLSI, 2012); I: mejno občutljiv 
glede na limitno vrednost (CLSI, 2012) 
 
2.2.1.3.1 Genotipska karakterizacija humanih sevov S. epidermidis 
 
Med humanimi sevi S. epidermidis smo prisotnost genov za izlivne črpalke Qac določili za 
qacA/B pri 26,7 % sevih in za gen qacC pri 40,0 %. Drugih qac-genov (qacG, qacH, qacJ) med 
sevi nismo dokazali. Večina humanih sevov bakterij vrste S. epidermidis je nosila gen aap (73,3 
%), ki kodira protein Aap (ang. Accumulation-associated protein), pomemben protein v procesu 
nastajanja biofilma (Hellmark in sod., 2013; Olson in sod., 2014). 26,7 % sevov ima gen icaA, 
ki je del ica-lokusa, ki kodira medcelični polisaharid adhezin (PIA; ang. Polysaccharide 
intercellular adhesin) (Büttner in sod., 2015). Le manjšina sevov (6,7 %) je imela gen bhp, ki 
kodira protein Bhp. Tudi PIA in Bhp sodelujeta pri nastajanju biofilma pri bakterijah vrste S. 
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epidermidis (McCann in sod., 2008). Le pri petih sevih smo poleg gena aap določili še bodisi 
gen icaA bodisi gen bhp. Nobeden izmed sevov ni imel prisotnih vseh treh biofilmskih genov. 
Gen mecA smo potrdili pri 33,3 % humanih sevov S. epidermidis. 
 
2.2.1.3.2 Fenotipske lastnosti humanih sevov S. epidermidis  
 
MIK za razkužilo in MIK za DDAC smo določili v območju od 10,2 mg/L do 20,4 mg/L za 
razkužilo ter od 0,06 mg/L do 0,14 mg/L za DDAC. Sevi so imeli znotraj štirih meritev 
ponovljive MIK, odstopanj ni bilo. MIK za razkužilo so bile za večino sevov (66,7 %) 10,2 
mg/L, in za ostale (33,3 %) 20,4 mg/L. Za DDAC pa so bile pri večini sevov (73,3 %) MIK 
0,06 mg/L in za ostale (26,7 %) 0,14 mg/L. Povprečna MIK za razkužilo pri humanih sevih je 
bila 13,6 mg/L, za DDAC pa 0,08 mg/L.   
 
Le sev Se65 je imel gena qacA/B in qacC, medtem ko seva Se61 in Se63 nista imela nobenega 
qac-gena in sta imela enake MIK za razkužilo (20,4 mg/L) in DDAC (0,14 mg/L). Zato 
predvidevamo, da so za manjšo občutljivost za KAS pri humanih sevih S. epidermidis 
odgovorni drugi mehanizmi, ne izključno črpalke Qac. Prisotnost obeh črpalk, qacA/B in qacC 
ne predstavlja manjše občutljivosti za KAS, saj pri sevu Se65, ki je edini z obema prisotnima 
genoma, nismo zaznali večjih MIK napram ostalim sevom. Razpon MIK pri humanih sevih 
bakterij vrste S. epidermidis sicer ni raznolik, je pa pri večini (93,3%) višja MIK za DDAC, 
pokazal tudi višjo MIK za razkužilo. 
 
Pri določitvi sposobnosti pritrjanja na površino in tvorbe biofilma z dvema različnima 
metodama smo ugotovili, da z metodo CRA, s katero določimo tvorbo EPS, večina humanih 
sevov S. epidermidis (60,0 %) nima sposobnosti tvorbe EPS. Manjši delež (6,7 %) je šibkih 
tvorcev EPS, in 33,3 % močnih tvorcev EPS.  
 
Pri vrednotenju sposobnosti pritrjanja na površino in tvorbe biofilma smo povprečne vrednosti 
izmerjenih absorbanc sevov (DA) statistično ovrednotili in določili povprečne vrednosti razlik 
absorbanc sevov (DApovp) ter standardni odklon meritev pri vsakem sevu. Kriterij statistične 
značilnosti je bil p < 0,05. Povprečno vrednost absorbance smo vrednotili skladno s kriteriji 
podanimi v Preglednici 6 in določili jakost tvorbe biofilma pri vsakem sevu. Limitna vrednost 
absorbance je bila izračunana iz povprečne absorbance gojišča TSB s prištetim trikratnikom 
odklonom (SD) absorbance gojišča TSB (Hell in sod., 2013). 
 
Preglednica 6: Vrednotenje jakosti tvorbe biofilma (Hell in sod., 2013)  
Table 6: Analysis of biofilm producers (Hell et al., 2013) 
 
Kriterij Vrednotenje 
DApovp < 0,09 Ni tvorec biofilma 
0,09< DApovp < 0,18 Šibek tvorec biofilma 
0,18 < DApovp < 0,36 Srednje močan tvorec biofilma 
DApovp > 0,36 Močan tvorec biofilma 
Legenda: 
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Avzorec: absorbanca vzorca; ATSB: povprečna absorbanca gojišča; DA razlika absorbanc (DA= Avzorec - ATSB); DApovp: 
povprečna razlika absorbanc; SD: standardni odklon pri ATSB; Ac: limitna vrednost absorbance (Ac=ATSB +3xSD); 
TSB: gojišče triptični sojin bujon. 
 
Rezultati vrednotenja sposobnosti pritrjanja na površino za humane seve so prikazani v 
Preglednici 7.  
 
Preglednica 7: Vrednotenje sposobnosti pritrjanja humanih sevov S. epidermidis na površino  
Table 7: Evaluation of surface adhesion of S. epidermidis human strains  
 
Sev Št. meritev 
Avzorec 
Povprečna vrednost  
(DApovp ±SD) 
Vrednotenje pritrjanja na površino in 
tvorbe biofilma* 
Se61 23 0,03±0,02e Ni tvorec 
Se62 23 3,88±0,19a Močan tvorec 
Se63 23 0,01±0,01f Ni tvorec 
Se64 23 0,04±0,01e Ni tvorec 
Se65 23 0,06±0,02e Ni tvorec 
Se66 23 0,07±0,05e Ni tvorec 
Se67 23 0,06±0,03e Ni tvorec 
Se68 23 0,07±0,01e Ni tvorec 
Se69 23 1,13±0,70c Močan tvorec 
Se70 23 0,95±0,60c Močan tvorec 
Se71 23 1,54±0,38c Močan tvorec 
Se72 23 0,08±0,07e Ni tvorec 
Se73 23 2,75±0,85b Močan tvorec 
Se74 23 0,06±0,10e Ni tvorec 
Se75 23 0,16±0,02d Šibek tvorec 
Legenda:  
Avzorec: absorbanca vzorca; DApovp: povprečna razlika absorbanc; DA razlika absorbanc (DA= Avzorec - ATSB); SD: 
standardni odklon; *:po kriterijih v Preglednici 6; a, b, c, d, e, f: srednje vrednosti z različno črko (a-f) znotraj 
stolpca se statistično značilno razlikujejo (p < 0,05) 
 
Z rezultati barvanja pritrjenih celic s kristal vijoličnim (CV) smo ugotovili, da se 60,0 % 
humanih sevov ni pritrjalo na površino in tako ni bilo tvorcev biofilma, le eden (6,7 %) je bil 
šibek tvorec, kar 33,3 % sevov pa se je lahko močno pritrdila na površino polistirena in so bili 
zato določeni kot močni tvorci biofilma. 
 
Metodi CRA in barvanje s CV sta z rezultati dobro korelirali. Vsi močni tvorci EPS, ki so bili 
določeni z metodo CRA, so bili ugotovljeni tudi kot izolati, ki se lahko močno pritrdijo na 
površino. Gre za 5 humanih izolatov S. epidermidis iz kliničnega okolja (Se62, Se69, Se70, 
Se71, Se73) in večina (80%) teh ima gena icaA in aap. Razlike v rezultatih med metodama 
CRA in CV so pri sevih Se72 in Se75, ki nista tvorca EPS, se pa lahko šibko pritrjujeta na 
površino, ter Se68, ki šibko tvori EPS, se pa ni sposoben pritrditi na površino polistirena. 
 
Rezultati testiranja odpornosti proti antibiotikoma, gentamicinu in cefoksitinu, so prikazani v 
Preglednici 8.  
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Preglednica 8: Odpornosti humanih sevov S. epidermidis proti anibiotikom (CLSI, 2012) 
Table 8: Antibiotic resistance in S. epidermidis human strains (CLSI, 2012) 
Sev 
Gentamicin Cefoksitin 
Povprečen premer 
inhibicijske cone*  ± SD 
(mm) 
Vrednotenje 
odpornosti** 
Povprečen premer 
inhibicijske cone*  ± SD 
(mm) 
Vrednotenje 
odpornosti** 
Se61 11±1 Odporen  27±0 Občutljiv  
Se62 11±0 Odporen  26±1 Občutljiv  
Se63 11±1 Odporen  18±1 Odporen  
Se64 10±1 Odporen  19±1 Odporen  
Se65 17±1 Občutljiv  28±0 Občutljiv  
Se66 14±0 Mejno 
občutljiv 
27±1 Občutljiv  
Se67 18±1 Občutljiv  28±1 Občutljiv  
Se68 11±1 Odporen  17±0 Odporen  
Se69 11±1 Odporen  19±1 Odporen  
Se70 10±1 Odporen  18±1 Odporen  
Se71 10±1 Odporen  27±0 Občutljiv  
Se72 10±1 Odporen  26±1 Občutljiv  
Se73 9±1 Odporen  21±0 Odporen  
Se74 16±1 Občutljiv  28±1 Občutljiv  
Se75 17±1 Občutljiv  27±0 Občutljiv  
Legenda:  
*: povprečje treh izmerjenih inhibicijskih con; SD: standardni odklon; **: glede na kriterije v Preglednici 4 
 
Pri testiranju odpornosti humanih sevov proti antibiotikom z disk difuzijo po smernicah CLSI 
(2012) je bilo 40,0 % sevov odpornih proti cefoksitinu in 66,7 % odpornih proti gentamicinu. 
Gen mecA je odgovoren za odpornost proti betalaktamskim antibiotikom (Zhou in Wang, 2013) 
in 60 % izolatov S. epidermidis, ki imajo gen mecA, je odpornih tudi proti cefoksitinu, ki je 
predstavnik betalaktamskih antibiotikov in priporočljiv za testiranje odpornosti večine 
stafilokokov pri smernicah CLSI (2012). 
 
2.2.1.4 Razprava 
 
Pri humanih sevih S. epidermidis izoliranih iz kliničnega okolja smo ugotovili manjšo 
prisotnost genov za odpornosti proti razkužilom KAS, gene qacA/B in qacC napram sevom S. 
epidermidis iz čistih prostorov. Le 26,7 % humanih sevov je imelo qacA/B in 40,0 % gen qacC, 
kar je veliko manj kot pri sevih S. epidermidis iz čistih prostorov, kjer je bila pojavnost teh dveh 
genov 98,3 %. Zanimivo je tudi, da smo pri sevih iz čistih prostorov ugotovili večji razpon 
odpornosti proti razkužilu (MIK od 1,3 mg/L do 40,8 mg/L), kot tudi na DDAC (MIK od 0,14 
mg/L do 4,5 mg/mL). Humani sevi S. epidermidis imajo MIK znotraj razpona vrednosti, ki smo 
jih določili tudi pri sevih S. epidermidis iz čistih prostorov, vendar opažamo, da je pri izolatih 
iz čistih prostorov dosežena višja MIK, tako za razkužilo, kot tudi za DDAC. Med humanimi 
in okoljskimi sevi je primerljiva tudi povprečna MIK za razkužilo (13,6 mg/L za humane in 
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13,2 mg/L za okoljske seve S. epidermidis). Za DDAC pa je pri okoljskih sevih 1,13 mg/mL, 
medtem ko je pri humanih sevih le 0,06 mg/mL.  
 
Kot navajajo Mostafi Solati in sod. (2015) je med kliničnimi sevi humanega izvora distribucija 
genov in sposobnost tvorbe biofilma zelo raznolika. Z metodo barvanja pritrjenih celic s kristal 
vijoličnim so ugotovili, da je 22 % sevov močnih tvorcev biofilma, manj srednje močnih (12 
%) in šibkih tvorcev (12 %), večina sevov (60 %) pa ni tvorila biofilma. Podobno smo zaznali 
tudi pri testiranih humanih sevih bakterij vrste S. epidermidis (Preglednica 7). V primerjavi s 
sevi bakterij vrste S. epidermidis iz čistih prostorov, je pri humanih izolatih S. epidermidis 
zaznana manjša diverziteta v pritrjanju na površino. Med humanimi izolati ni bilo nobenega 
seva s srednjo zmožnostjo pritrjevanja na površino, medtem ko jih je bilo med sevi iz čistih 
prostorov 10,5 %. Sicer pa je med humanimi sevi bakterij vrste S. epidermidis več tvorcev 
biofilma kot med sevi S. epidermidis iz čistih prostorov in več kot dvakrat več tistih, ki se lahko 
močno pritrdijo na površino. Zato je problematika tvorbe biofilma med sevi bakterij vrste S. 
epidermidis v kliničnem okolju upravičena. Podoben rezultat smo pokazali tudi z metodo CRA 
in sposobnostjo izločanja EPS. Med humanimi sevi večji delež lahko izloča EPS kot pri izolatih 
S. epidermidis iz čistega okolja. Dvakrat več sevov je močnih tvorcev EPS med humanimi sevi 
napram sevom S. epidermidis iz čistih prostorov. Zanimivo pa je diverziteta prisotnosti genov 
za biofilm primerljiva med humanimi sevi in sevi iz čistih prostorov. Najpogosteje se pojavlja 
gen aap, kateremu sledi gen icaA in le pri manjšini je prisoten gen bhp. Rezultati naše študije 
testiranja sposobnosti pritrjanja na površino pri humanih sevih S. epidermidis korelirajo s 
študijo Mostafa Solati in sod. (2015), kjer so med kliničnimi sevi S. epidermidis humanega 
izvora sposobnost pritrjanja na površino z metodo barvanja s kristal vijoličnim dokazali, da se 
jih polovica (50,0 %) lahko pritrdi na površino, od tega večji delež močno, kar je primerljivo z 
našimi rezultati. Kot navajajo Lopes Pontes Iorio in sod. (2011), je za detekcijo sposobnosti 
tvorbe biofilma priporočljivo testiranje z obema metodama, CRA, kjer testiramo sposobnost 
tvorbe ekstrapolisaharidnega matriksa, in metode barvanja s kristal vijoličnim, kjer preverjamo 
sposobnost pritrjanja celic na površino.  
 
Odpornost proti antiobitikom je med humanimi sevi iz kliničnega okolja S. epidermidis pogosta. 
Podobno navajajo Lopes Pontes Iorio in sod. (2011), kjer so pri 86,1% humanih sevih S. 
epidermidis ugotovili prisotnost gena mecA in odpornost proti antibiotiku oksacilin pri >80 % 
kliničnih sevih S. epidermidis. Visok delež odpornosti proti antibiotikom med kliničnimi sevi 
S. epidermidis so dokazali tudi v študiji Cabrera-Contreras in sod. (2013), kjer je bila pojavnost 
gena mecA pri 64 % sevih in odpornost proti betalaktamskemu antiobitiku oksacilinu pri 86 % 
sevih S. epidermidis. V isti študiji so dokazali dobro korelacijo med tvorbo biofilma in 
odpornostjo proti antibiotikom, saj je med tvorci biofilma večji delež kazal odpornost proti 
različnim antiobitikom kot med sevi, ki biofilma niso tvorili. V naši študiji je med močnimi 
tvorci biofilma (tvorci EPS in izolati z močno sposobnostjo pritrjanja na površino) kar 60 % 
odpornih tudi proti obema testiranima antiobiotikoma, gentamicinu in cefoksitinu. Preostala 
močna tvorca sta odporna le proti gentamicinu in ne proti cefoksitinu. Sicer pa je v naši študiji 
pojavnost odpornosti proti antibiotikom višja pri kliničnih sevih S. epidermidis humanega 
izvora kot pri sevih iz čistih prostorov (66,7 % napram 47,4 % za gentamicin in 40,0 % napram 
3,5 % za cefoksitin). 
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2.2.2 Prilagoditev sevov bakterij vrste Staphylococcus epidermidis na razkužilo  
 
V drugem sklopu povezovalnega raziskovalnega dela je predstavljeno raziskovalno delo, kjer 
smo seve S. epidermidis, ki smo jih izolirali iz čistih prostorov, poskušali prilagoditi na od MIK 
višje koncentracije razkužila. Ker prilagoditev na razkužilo, kljub več poskusom, ni bila 
mogoča, rezultatov nismo vključili v objavljena znanstvena dela. 
 
2.2.2.1 Uvod 
 
Dokazano je, da so sevi bakterij vrste S. epidermidis danes bolj odporni proti razkužilu 
triklosan, kot so bili sevi teh bakterij v letih 1960 (Skovgaard in sod., 2013). Razkužila in 
njihovi razpadni produkti namreč v okolju ostajajo v nizkih koncentracijah zaradi njihove široke 
uporabe in razširjenosti v mnogih izdelkih, postopkov uporabe in razkuževanja. Tako 
mikroorganizmom omogočajo prilagoditev na razkužilo (Maillard in sod., 2013; Tezel in 
Pavlostathis, 2015; Paul in sod., 2019; LaBreck in Merrel, 2020). V razkužilih je običajno 
prisotnih več aktivnih komponent z različnim delovanjem na mikrobno celico. Uporaba 
razkužil mora biti skladna z navodili in smernicami proizvajalcev. Koncentracije, v katerih 
razkužila uporabljamo, so običajno nekajkrat višje od MIK (Wales and Davies, 2015).  
 
Bakterije vrste S. epidermidis so se sposobne dobro prilagajati spremembam v okolju, vključno 
s prilagoditvijo različnim protimikrobnim snovem in imajo poznanih več mehanizmov. Lahko 
gre za spremembe v metabolnih procesih, povečano delovanje izlivnih črpalk, spremembe 
celične sestave, spremembe v tvorbi biofilma ali spremembe celične velikosti (Gustafsson in 
sod., 2003; Gadea in sod., 2017; Onyango in Alreshidi, 2018). Glede na stabilnost ločimo 
prilagoditev, ki je začasna povišana toleranca za protimikrobno snov in po umiku te snovi 
prilagoditev izgine, in trajno spremembo, to je odpornost proti protimikrobni snovi, ki tudi po 
umiku te snovi, ostane (Jennings in sod., 2015). 
 
Namen tega dela raziskav je bil proučiti sposobnost prilagoditve sevov S. epidermidis, 
izoliranih iz čistih prostorov na od MIK višje koncentracije komercialnega razkužila Kohrsolin 
extra (Bode Chemie), ki poleg DDAC vsebuje še druge aktive komponente (glutaraldehid, 
etilendoksi dimetanol). Prilagoditev smo, enako kot v delu 2.1.2, izvedli s 6 sevi bakterij vrste 
S. epidermidis iz čistih prostorov in tipskim sevom S. epidermidis ATCC 51625. 
 
2.2.2.2 Material in metode 
 
2.2.2.2.1 Bakterije vrste S. epidermidis 
 
Seve S. epidermidis (Preglednica 9) smo revitalizirali iz zamrznjenih kultur in jih namnožili 
tako, da smo 100 µL kulture prenesli v gojišče TSB (ang. Tryptic Soya Broth, Oxiod). Seve 
smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Za eksperimente smo uporabili koncentracijo 105 CFU/mL.  
 
 
 
Ribič U. Proučevanje ... odpornosti ... Staphylococcus epidermidis ... didecildimetilamonijevemu kloridu.         
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020      
  
80 
2.2.2.2.2 Prilagoditev na razkužilo  
 
Vsem sevom smo v predhodnih poskusih (Ribič in sod., 2017) določili MIK razkužila 
(Preglednica 9). Prilagoditev na večje koncentracije razkužila smo izvajali po modificiranem 
protokolu, ki so ga opisali Soumet in sod. (2016). Prilagoditev smo pričeli z začetno 
koncentracijo 1/4 v MIK za posamezen sev, in sicer tako, da smo v 10 mL gojišča TSB dodali 
razkužilo v primerni koncentraciji (1/4 MIK). V tako pripravljeno mešanico smo nato dodali 
bakterijsko kulturo in vsebino 24 ur inkubirali pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo v primeru 
motnosti razkužila 100 µL suspenzije prenesli v gojišče z višjo koncentracijo razkužila. 
Koncentracije razkužila smo povečevali za faktor 2, in sicer 1/4 MIK; 1/2 MIK; MIK; 2-krat 
MIK. V primeru, da po 24 urah inkubacije gojišče ni postalo motno, smo inkubacijo podaljšali 
do 7 dni. Če tudi po 7 dneh gojišče ni bilo motno, smo celotno vsebino razdelili v 1 mL sterilne 
epruvete in centrifugirali 2 minuti pri 11714 x g. Supernatant smo odstranili, pelet pa združili 
in prenesli na trdno gojišče TSA. Gojišča smo inkubirali do 7 dni pri temperaturi 37 °C in 
ugotavljali, ali so bile v gojišču TSB z razkužilom še prisotne žive celice ali pa prilagoditev na 
izbrano koncetracijo razkužila ni bila več mogoča. Prilagoditev sevov smo izvedli dvakrat v 
dveh ponovitvah. 
 
2.2.2.3 Rezultati 
 
Rezultati prilagoditve sevov bakterij vrste S. epidermidis iz čistih prostorov z oznakami Se1, 
Se4, Se11, Se18, Se46 in Se49 in seva S. epidermidis ATCC 51625 (Se60) na razkužilo so 
prikazani v Preglednici 9. 
 
Preglednica 9: Prilagoditev bakterij vrste S. epidermidis na razkužilo, ki vsebuje didecildimetilamonijev klorid, 
glutaraldehid, etilendoksi dimetanol 
Table 9: Adaptation od S. epidermidis strains to disinfectant which contain didecyldimethylammonium chloride, 
glutaraldehyde, ethylenedioxy dimethanol 
 
Izolat MIK pred 
prilagoditvijo 
(µg/L) 
Prilagoditev 
1/4 
MIK 
Rast 1/2 
MIK 
Rast MIK Rast 2-krat 
MIK 
Rast 
Se1 20,4 5,1 + 10,2 + 20,4 + 40,8 - 
Se4 20,4 5,1 + 10,2 + 20,4 + 40,8 - 
Se11 20,4 5,1 + 10,2 + 20,4 + 40,8 - 
Se18 10,2 2,6 + 5,1 + 10,2 + 20,4 - 
Se46 10,2 2,6 + 5,1 + 10,2 + 20,4 - 
Se49 20,4 5,1 + 10,2 + 20,4 + 40,8 - 
Se60 10,2 2,6 + 5,1 + 10,2 + 20,4 - 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; +: rast bakterij; -: ni rasti bakterij; Se1-Se49: sevi bakterij 
vrste S. epidermidis izolirani iz čistih prostorov; Se60: sev bakterij vrste S. epidermidis ATCC51625 
  
Pri nobenem od 7 sevov S. epidermidis prilagoditev na višjo koncentracijo razkužila ni bila 
mogoča. Pri vseh sevih nismo določili preživelih bakterij pri nobeni koncentraciji razkužila, ki 
je bila višja od MIK tudi po 7 dnevni inkubaciji. 
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2.2.2.4 Razprava 
 
Znano je, da je razvoj odpornosti proti protimikrobni snovi pri bakterijah hitrejši, kadar ima 
protimikrobna snov manj tarčnih mest v celici. Zato je tudi odpornost proti antibiotikom, ki 
učinkujejo na eno tarčno mesto v celici, bolj verjetna kot odpornost proti razkužilom, še posebej 
če gre za mešanice z več aktivnimi komponentami z različnim načinom delovanja (Meyer and 
Cookson, 2010; Bridier in sod., 2011; Gnanadhas in sod., 2013; Gerba, 2015; Vijayakumar in 
Sandle, 2018). Zato so tudi smernice razkuževanja podane v smeri periodične menjave različnih 
razkužil z različnim načinom delovanja, v izogib razvoju odpornih mikroorganizmov.  
 
V izvedenem eksperimentalnem delu prilagoditve sevov S. epidermidis nismo dobili nobenega 
seva, ki bi se na izbran način prilagodil na razkužilo. Razkužilo je mešanica več aktivnih 
komponent z različnim delovanjem. Poleg DDAC (80 mg/g), ki primarno deluje na 
citoplazemsko membrano, komercialno razkužilo vsebuje tudi glutaraldehid (50 mg/g), ki 
primarno deluje na celične proteine, in etilendioksi dimetanol (141 mg/g), ki deluje na proteine 
in nukleinske kisline. Sheridan in sod. (2012) so proučevali občutljivost in prilagoditev bakterij 
vrste E. coli, izoliranih iz klavnic, na razkužilo, ki je vsebovalo KAS, 
alkilbenzildimetilamonijev klorid. S postopno prilagoditvijo so seve lahko prilagodili na višjo 
koncentracijo razkužila, vendar je to razkužilo imelo le-to aktivno komponento. Vsi prilagojeni 
sevi so bili le začasno prilagojeni in niso razvili trajne odpornosti. Eden izmed možnih razlogov 
neuspešne prilagoditve na višje koncentracije razkužila je, da je prilagoditev sevov S. 
epidermidis težja zaradi kemijske sestave razkužila.  
 
Druga možnost je, da prilagoditev na višje koncentracije razkužila ni bila mogoča zaradi 
uporabljene metode prilagajanja. Metoda je bila povzeta po literaturi (Soumet in sod., 2016) in 
smo jo sami nekoliko prilagodili. Koncentracijo razkužila v gojišču smo v postopnem 
prilagajanju povečevali za 2-kratnik. Možno je, da je bil prenos iz gojišča s koncentracijo MIK 
(t.j. 10,2 mg/L oz. 20,4 mg/L) na njen 2-kratnik (t.j. 20,4 mg/L oz. 40,8 mg/L) prevelika 
obremenitev za celice in se le-te zato tako hitro niso bile sposobne prilagoditi. Sheridan in sod. 
(2012) so v analognem eksperimentalnem delu povečevali koncentracije razkužila v gojišču za 
2 %. S spremenjeno metodo postopne prilagoditve, kjer bi namesto 2-kratnika, uporabili manjše 
povečanje koncentracije razkužila, bi morda lahko tudi seve S. epidermidis iz čistih prostorov 
uspeli prilagodili na višje koncentracije razkužila. 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
Na Sliki 7 je shematsko povzet potek glavnih faz raziskovalnega dela in bistveni rezultati, ki so 
bili vključeni v znanstvene objave. 
 
Slika 7: Shema poteka raziskovalnega dela in glavni rezultati doktorske disertacije 
Figure 7: Workflow of the experimental work with essential results of doctoral dissertation 
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3.1 RAZPRAVA  
3.1.1 Bakterijski izolati vrste S. epidermidis iz čistih prostorov 
 
Odpornost bakterij proti razkužilom je zaskrbljujoča. V strokovni literaturi je največ podatkov 
in raziskav povezanih s študijem odpornosti bakterij proti razkužilom iz kliničnega okolja, pri 
različnih sevih bakterij rodov Escherichia, Acinetobacter, Pseudomonas, Klebsiella, 
Enterobacter in tudi Staphylococcus (Sheridan in sod., 2012; Mora in sod., 2016; Vijayakumar 
in Sandle, 2018). Razvoj odpornosti proti KAS je bil pri bakterijah vrste S. epidermidis že 
proučevan, ko so Forbes in sod. (2014) raziskovali prilagoditev kliničnih sevov na cetrimid. 
Odpornost proti DDAC pri bakterijah vrste S. epidermidis izoliranih iz čistih prostorov po nam 
dostopnih podatkih še ni bila raziskana (1.3.1). Bakterije vrste S. epidermidis so med 
najpogosteje izoliranimi bakterijami iz čistih prostorov, predvsem zaradi prenosa iz osebja v 
teh prostorih. Zato smo bakterije vrste S. epidermidis izbrali za proučevanje razvoja odpornosti 
proti razkužilu na osnovi KAS in DDAC.  
 
Iz čistih prostorov proizvodnega okolja smo izolirali 57 sevov bakterij vrste S. epidermidis. 
Seve S. epidermidis smo najprej okarakterizirali in vrednotili njihov potencial za razvoj 
odpornosti proti razkužilom. Nato smo izbrane seve načrtno izpostavljali razkužilu in DDAC z 
namenom študija razvoja odpornosti proti razkužilu na osnovi KAS in vrednotenja 
mehanizmov, ki pri tem sodelujejo.   
 
KAS, in med njimi DDAC, so pogosto uporabljeni za razkuževanje površin v čistih prostorih. 
Zato smo za proučevanje razvoja odpornosti izbrali DDAC in razkužilo, v katerem je DDAC 
ena od aktivnih komponent (80 mg/g). 
 
3.1.1.1 Vzorčenje in izolacija bakterij vrste S. epidermidis  
 
Bakterije vrste S. epidermidis smo izolirali iz čistih prostorov proizvodnega okolja, kjer se 
proizvajajo izdelki, občutljivi na mikrobiološko kontaminacijo. Vnosi materiala in vstopi 
osebja v čiste prostore so strogo kontrolirani. Prav tako imajo vsi prostori kontrolirane okoljske 
parametre (vlago, temperaturo, pretok zraka) ter vzpostavljene razlike v zračnem tlaku za 
zagotovitev ustrezne smeri pretoka filtriranega prostorskega zraka (Sandle in sod., 2014; Mora 
in sod., 2016). Na tak način je vnos kontaminantov minimalen. Čisti prostori, v katerih je 
potekalo vzorčenje, se redno ročno razkužujejo. Pri razkuževanju se uporabljajo predvsem 
razkužila na osnovi KAS in tako tudi DDAC. Čisti prostori, iz katerih smo izolirali bakterije 
vrste S. epidermidis, imajo različen režim razkuževanja, odvisno od kritičnosti in bližine 
izpostavljenega izdelka. Nekateri izmed čistih prostorov, ki so bili vzorčeni, se razkužujejo 
večkrat dnevno, nekateri le dnevno, nekateri pa tudi redkeje.  
 
Seve S. epidermidis smo izolirali iz zraka, površin in osebja z različnimi metodami vzorčenja. 
Za vzorčenje zraka smo uporabili sedimentacijsko metodo in volumetrično metodo, za 
vzorčenje površin in osebja pa metodo odtisa s kontaktnimi agar-ploščami in brise z vatnimi 
palčkami. Uporabljene metode so klasične metode mikrobiološkega vzorčenja v čistih prostorih 
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(Whyte, 2005; Sandle, 2011; Díaz in sod., 2014; Mora in sod., 2016; Tršan in sod., 2019). 
Vedno smo vzorčenje izvedli vsaj dve uri po razkuževanju čistega prostora.  
 
V obdobju 3 mesecev vzorčenja čistih prostorov smo izolirali 57 sevov bakterij vrste S. 
epidermidis. Čisti prostori so zaradi razmer in režima dela minimalno mikrobiološko 
obremenjeni. Med vzorci, ki smo jih vzorčili, smo bakterije določili le v slabih 20 % vzorcev. 
Med identificiranimi bakterijami so bakterije vrste S. epidermidis prevladovale, kar potrjuje, da 
je ta vrsta bakterij med najpogosteje izoliranimi vrstami v čistih prostorih (Whyte, 2005; 
Sheraba in sod., 2010; Sandle, 2011; Tršan in sod., 2019). Poleg bakterij vrste S. epidermidis 
so bile identificirane še bakterije vrst Granulicatella elegans, Kocuria varians, Kocuria 
kristinae, Kocuria rosea, Micrococcus luteus, Staphylococcus haemolyticus in Staphylococcus 
hominis. Identificirana mikrobiota v vzorčenih čistih prostorih je podobna kot jo navajajo v 
literaturi (Sandle, 2011; Tršan in sod., 2019). Glede na identificirane vrste bakterij 
predpostavimo, da je človek najverjetnejši vektor vnosa teh bakterij v čiste proizvodne prostore, 
saj so vse omenjene bakterijske vrste normalno prisotne na človeški koži in sluznici (Whyte in 
Eaton, 2004; Sandle, 2011; Tršan in sod. ,2019).  
 
Poleg sevov S. epidermidis izoliranih iz čistih prostorov smo v raziskave vključili tudi manjši 
vzorec (15 sevov) humanih sevov iz kliničnega okolja. Bakterije vrste S. epidermidis so lahko 
patogeni v kliničnem okolju, predvsem zaradi okužb, ki so povezane z njihovo sposobnostjo 
tvorbe biofilma (Wang in sod., 2017). V raziskovalno delo smo vključili tudi tipske seve in 
sicer S. epidermidis ATCC 39584 (pozitivna kontrola za tvorbo biofilma), S. epidermidis ATCC 
12228 (negativna kontrola za tvorbo biofilma) in S. epidermidis ATCC 51625 (proti meticilinu 
odporen sev, MRSE). 
 
3.1.1.2 Karakterizacija sevov bakterij vrste S. epidermidis  
 
S karakterizacijo sevov bakterij vrste S. epidermidis smo želeli proučiti njihove lastnosti, ki 
lahko vplivajo na prilagoditev ali razvoj odpornosti proti razkužilu in DDAC.  
 
3.1.1.2.1 Občutljivost sevov S. epidermidis za DDAC in razkužilo 
 
Vsem sevom S. epidermidis smo določili MIK za razkužilo in DDAC. Trenutno limitnih 
vrednosti za razkužila ni, kot so le-te postavljene za določanje odpornosti bakterij proti 
antibiotikom. Združenja, kot je CLSI, predpisujejo metode določanja odpornih sevov, kot tudi 
limitne vrednosti za razlikovanje proti antibiotikom odpornih sevov in za antibiotike občutljivih 
sevov (CLSI, 2012). V strokovni literaturi smo našli podatek o t.i. standardnih MIK za KAS, 
ki so od 0,5 mg/L do 5,0 mg/L (Marino in sod., 2010). Marino in sod. (2010) so testirali več 
sevov bakterij rodu Staphylococcus izoliranih iz živil in živilsko predelovalnega okolja in 
določili MIK za DDAC v območju od 0,61 mg/L do 2,44 mg/L. Tudi v naših raziskavah izolatov 
S. epidermidis smo dobili širok razpon MIK, in sicer v območju od 0,14 mg/L do 4,50 mg/L, 
medtem ko so bile MIK za DDAC pri humanih sevih S. epidermidis nižje, t.j. od 0,06 mg/L do 
0,14 mg/L. Ker so KAS v proizvodnih čistih prostorih redno uporabljena razkužila 
(razkuževanje večjih površin, npr. tal, običajno poteka tudi večkrat dnevno), obstaja večja 
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verjetnost, da so le-ti že prilagojeni na DDAC v primerjavi s humanimi sevi. Določene MIK za 
DDAC pri sevih S. epidermidis iz čistih prostorov so znotraj predvidenih standardnih MIK za 
KAS (Marino in sod., 2010). Literaturni podatki o MIK za DDAC pri različnih bakterijah so v 
obsegu od 0,3 do 8,0 mg/L, npr. za S. aureus ATCC 6538 0,4 mg/L (Ioannou in sod., 2007), za 
bakterije rodu Listeria od 0,5 mg/L do 1,5 mg/L, od 0,37 mg/L do 0,75 mg/L za bakterije rodu 
Campylobacter, od 1,5 mg/L do 4,0 mg/L za bakterije vrste E. coli in od 4,0 mg/L do 8,0 mg/L 
za bakterije rodu Salmonella (Soumet in sod., 2016). Veliko višje MIK, od 10,0 mg/L do 50,0 
mg/L, za DDAC so Walsh in sod. (2003) ugotovili pri različnih sevih bakterij vrste E. coli. 
 
Uporabljeno razkužilo je učinkovito na po Gramu negativne bakterije v koncentraciji 0,25 % in 
celo na endospore bakterij vrste Clostridium difficile v koncentraciji nad 2 % (Horejsh in 
Kampf, 2011; Reichel in sod., 2014). Pri sevih S. epidermidis iz čistih prostorov smo za 
razkužilo MIK določili v širšem razponu, od 1,3 mg/L do 40,8 mg/L kot pri humanih sevih (od 
10,2 mg/L do 20,4 mg/L). Chelossi in Faimali (2006) sta pri razkužilu z aktivno komponento 
DDAC (le-ta ni bil enak našemu razkužilu) pri sevu S. aureus ATCC 25923 ugotovili MIK 1 
mg/L. Ostalih sestavin njihovega razkužila ne poznamo. MIK pri v naših raziskavah vključenih 
sevih S. epidermidis za razkužilo so večje, kar nakazuje na verjetno manjšo obutljivost za 
razkužilo. 
 
3.1.1.2.2 Izlivne črpalke pri sevih S. epidermidis 
 
Delovanje izlivnih črpalk je eden glavnih mehanizmov odpornosti proti razkužilom in drugim 
protimikrobnim snovem (Wales in Davies, 2015; Blanco, in sod., 2016). Zato smo pri 
karakterizaciji sevov S. epidermidis določili prisotnost genov za izlivne črpalke, za katere je 
poznano aktivno izločanje KAS (Jaglic and Cervinkova, 2012). To so črpalke Qac, plazmidno 
kodirane z geni qacA/B, qacC, qacG, qacH in qacJ. Večina sevov bakterij vrste S. epidermidis 
iz čistih prostorov (96,5 %) ima gene qacA/B in qacC, kar je pogosto glede na razpoložljive 
literaturne podatke. Turchi in sod. (2020) pri živilskih sevih bakterij vrste S. epidermidis niso 
določili gena qacA/B, gen qacC pa je bil prisoten le pri manjšini (<10 % testiranih izolatov). 
Noben sev S. epidermidis ni imel drugih genov qac (qacG, qacH, qacJ). Sklepali smo, da imajo 
sevi iz čistih prostorov večji potencial odpornosti proti KAS zaradi večje prisotnosti genov 
qacA/B in qacC. Korelacije med geni qac in MIK nismo določili. Seva, ki nista imela gena 
qacA/B ali qacC, sta imela primerljive MIK za razkužilo in DDAC s sevi, ki so imeli oba qac 
gena. Do podobnih ugotovitev so prišli tudi Jennings in sod. (2017) pri določanju MIK za 
benzalkonijev klorid in lastno sintetizirane spojine KAS. Pri sevih S. aureus ni bilo ugotovljene 
povezave s prisotnostjo qac genov in MIK. Ker pa smo pri študiji mehanizmov pri kar petih 
sevih ugotovili povečano delovanje izlivnih črpalk, so verjetno za izločanje DDAC odgovorne 
tudi druge vrste črpalk. Poleg prisotnosti genov je bistveno določiti tudi njihovo izražanje. Z 
analizo transkriptoma smo kot bistveno izlivno črpalko pri sevih S. epidermidis določili izlivno 
črpalko za arzenove spojine, za katero pa je značilno da lahko izčrpava tudi druge za celico 
toksične spojine. 
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3.1.1.2.3 Tvorba biofilma pri sevih S. epidermidis 
 
Celice znotraj biofilma so bolj odporne proti razkužilom kot planktonske celice (Vázquez-
Sánchez in sod., 2014; Paul in sod., 2019). Kot potencial tvorbe biofilma smo pri sevih S. 
epidermidis določali prisotnost genov icaA, aap, bhp, ki so vključeni v razvoj biofilma. Določili 
smo, da 82,5 % sevov bakterij vrste S. epidermidis iz čistih prostorov ne tvori EPS po metodi 
CRA (Arciola in sod., 2006) in 59,6 % ne tvori biofilma določenega z barvanjem pritrjenih celic 
s kristal vijoličnim (Hell in sod., 2013). Rezultati na nivoju določitve močnih tvorcev in sevov, 
ki niso tvorili biofilma, so bili med obema fenotipskima metodama podobni. Vendar pa ima 
metoda barvanja s kristal vijoličnim prednost, saj z njo lažje in bolj natančno ovrednotimo 
stopnjo moči tvorbe biofilma. Zato naj se ti dve metodi ne bi uporabljali zamenljivo (Los in 
sod., 2010). Karakterizacija tvorcev biofilma je pokazala različne sposobnosti tvorbe biofilma 
glede na prisotnost biofilmskih genov. S fenotipskima metodama smo dokazali, da je med sevi 
S. epidermidis v čistem okolju sicer manj močnih tvorcev biofilma (15,8 %). Močni tvorci 
biofilma so imeli generalno prisotne gene icaA in aap ali kombinacijo vseh treh genov icaA, 
aap in bhp. Tudi v literaturi zasledimo, da so nosilci teh genskih kombinacij tvorci biofilma 
(Los in sod., 2010; Tremblay in sod., 2013). Do podobnih ugotovitev smo prišli tudi pri 
karakterizaciji humanih sevov. Kombinacije genov icaA-aap-bhp sicer ni imel nobeden izmed 
sevov, so pa vsi sevi s kombinaciji icaA-aap bili tudi močni tvorci biofilma. To nakazuje na 
možnost nastanka biofilma in posledično večjega potenciala odpornosti proti razkužilu v čistih 
prostorih.  
 
3.1.1.2.4 Odpornost sevov S. epidermidis proti antibiotikom    
 
S fenotipsko karakterizacijo smo ovrednotili odpornost sevov S. epidermidis proti dvema 
pogosto uporabljenima antibiotikoma, cefoksitinu (predstavnik betalaktamskih antibiotikov) in 
gentamicinu. Določili smo inhibicijske cone in vrednotili odpornost sevov glede na limitne 
vrednosti (CLSI, 2012). Pri vseh sevih smo določili tudi prisotnost gena mecA, ki je odgovoren 
za odpornost proti betalaktamskim antibiotikom. Odpornost proti cefoksitinu med sevi iz čistih 
prostorov ni bila pogosta, saj sta bila po limitnih vrednostih CLSI (2012) odporna le dva seva 
S. epidermidis (3,5 %), pri čemer je le en imel gen mecA. Kot pričakovano, je bila odpornost 
proti cefoksitinu pogostejša pri humanih sevih, kjer je bilo 40 % odpornih sevov, in tretjina 
humanih sevov je imela gen mecA. Rezultati so pričakovani, saj je pojavnost proti antibiotikom 
odpornih sevov skrb vzbujajoča predvsem v kliničnem okolju zaradi pogoste izpostavljenosti 
sevov antibiotikom. Jennings in sod. (2017) navajajo pogostejšo prisotnost gena mecA pri 
izolatih MRSA iz kliničnega okolja kot pri okoljskih izolatih MRSA. O visokih deležih nosilcev 
gena mecA pri sevih S. epidermidis iz kliničnega okolja poročajo tudi drugi (Lopes Pontes Iorio 
in sod., 2011; Cabrera-Contreras in sod., 2013). Odpornost proti gentamicinu je med sevi S. 
epidermidis pogostejša napram odpornosti proti cefoksitinu. Vendar glede na naše rezultate 
predpostavljamo, da odpornost proti gentamicinu in cefoksitinu in posledično drugim 
betalaktamskim antibiotikom pri sevih bakterij vrste S. epidermidis iz čistih prostorov ni 
pogosta.  
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S karakterizacijo sevov S. epidermidis smo ugotovili širok obseg MIK za DDAC, vendar znotraj 
standardnih MIK za KAS, t.j. od 0,5 mg/L do 5,0 mg/L (Marino in sod., 2010). Humani sevi S. 
epidermidis iz kliničnega okolja so imeli nižje MIK napram sevom, izoliranim iz čistih 
proizvodnih prostorov. 
 
Izolirani sevi S. epidermidis po večini niso bili tvorci biofilma in so bili manj odporni proti 
gentamicinu in cefoksitinu. Kljub temu pa smo pri nekaterih sevih S. epidermidis identificirali 
lastnosti, ki lahko vodijo do manjše občutljivosti za razkužilo, in sicer prisotnost genov za 
izlivne črpalke QacA/B in QacC, sposobnost tvorbe EPS in ter tvorbo biofilma.  
3.1.2 Prilagoditev in razvoj odpornosti proti razkužilu in proti DDAC pri sevih bakterij 
vrste S. epidermidis  
 
Sposobnost prilagodive in razvoj odpornosti proti razkužilu in DDAC smo proučevali s 
postopnim prilagajanjem šestih sevov S. epidermidis iz čistih prostorov in seva S. epidermidis 
ATCC 51625. Seve za prilagoditev smo izbrali glede na raznolikost MIK za DDAC (od 0,14 
gm/L do 4,5 mg/L), glede na sposobnost tvorbe biofilma, glede na prisotnost vseh ali le 
posameznih genov za tvorbo biofilma in genov za izlivne črpalke Qac, ter raznolike profile 
odpornosti proti gentamicinu in cefoksitinu tako, da smo v študije vključili čim bolj raznolike 
seve glede na lastnosti, ki bi lahko vplivale na prilagoditev in razvoj odpornosti proti razkužilu 
in proti DDAC. 
 
3.1.2.1 Prilagoditev sevov S. epidermidis na DDAC in razkužilo 
 
Prilagoditev seva na razkužilo lahko dosežemo s postopnim večanjem koncentracije razkužila 
v gojišču, pri čemer začnemo prilagajanje pri koncentraciji, ki je nižja od MIK (npr.1/4 MIK), 
in določanjem preživelosti bakterij ter njihove prilagoditve. Le-ta se dokaže z rastjo bakterij pri 
določeni koncentraciji razkužila. Metodo postopnega prilagajanja na razkužila smo zasledili 
tudi pri drugih raziskovalcih, npr. Soumet in sod. (2016) so bakterije vrst E. coli, Camp. coli, 
S. enterica in L. monocytogenes živalskega izvora prilagajali na DDAC. Enak princip so 
uporabili tudi Sheridan in sod. (2012) pri prilagajanju bakterij vrste E. coli, izoliranih iz klavnic 
goveda. Bakterije so prilagajali na razkužila in čiste komponente benzalkonijev klorid, triklosan 
in klorheksidin. Kot smo ugotovili tudi v našem eksperimentalnem delu, potrebujejo celice, ki 
preživijo večje koncentracije razkužila, daljši generacijski čas, zato smo inkubacije podaljšali 
do 7 dni v razmerah, ki so bile optimalne za razmnoževanje bakterij vrste S. epidermidis. 
Postopno povečevanje vsebnosti razkužila v procesu prilagajanja na večje koncentracije 
omogoča prilagoditev vsaj nekaterim celicam. Prilagoditev smo zaključili pri največji doseženi 
koncentraciji DDAC, pri kateri smo še zaznali rast S. epidermidis po največ 7 dneh inkubacije 
(Soumet in sod., 2016).   
 
Prilagoditev seva na višjo koncentracijo DDAC kot je bila MIK smo določili tudi s ponovno 
določitvijo MIK po vsaki stopnji prilagoditve. Faktor povečanja MIK je povedal kolikokrat 
večjo koncentracijo tolerirajo bakterijske celice in je služil kot merilo, ki je povedalo, koliko so 
se bile celice sposobne prilagoditi. Pri prilagajanju sevov bakterij vrste S. epidermidis iz čistih 
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prostorov na DDAC smo ugotovili faktor povečanja MIK v rangu od 2 do 180. Skovgaard in 
sod. (2013) so prilagodili bakterije vrste S. epidermidis iz obdobja 1965-1966 na triklosan in 
prilagojenim sevom se je MIK za triklosan povečala za faktor 32. Podoben rezultat so dobili pri 
sevih bakterij vrste S. epidermidis, ki so bili izolirani v kasnejšem obdobju 2010-2011. Forbes 
in sod. (2014) so različne bakterije vrst S. epidermidis, S. aureus, S. caprae, S. haemolyticus, S. 
lugdunensis, S. warneri, S. capitis, izoliranih iz kliničnega okolja prilagodili triklosanu, 
cetrimidu, poliheksaetilen bigvanidu in klorheksidinu.  
 
Prilagoditve na od MIK višje koncentracije razkužila pri sevih S. epidermidis nismo dosegli. 
Razkužilo poleg DDAC vsebuje tudi druge vrste aktivnih snovi. Ker razkužila običajno 
vsebujejo več aktivnih komponent z različnim delovanjem, je prilagoditev in odpornost na njih 
manj verjetna (Sheridan in sod., 2012).  
 
3.1.2.1.1 Časovna stabilnost prilagoditve sevov S. epidermidis na DDAC  
 
Sevi bakterij vrste S. epidermidis se lahko začasno prilagodijo na DDAC ali postanejo trajno 
odporni proti DDAC. To smo določili s časovno stabilnostjo prilagoditve. Z večkratno 
precepitvijo vsakega prilagojenega seva v gojišče brez dodanega razkužila in določitvijo MIK 
smo ugotovili časovno stabilnost prilagoditve. V primeru, da je bila s prilagoditvijo dosežena 
MIK ob precepljanju seva nespremenjena, smo sev definirali kot odporen sev, saj se je 
odpornost prenašala na hčerinske celice. V primeru, ko se je MIK s precepljanji manjšala, smo 
sev označili kot prilagojen na DDAC (Forbes in sod., 2014). V naših poskusih smo med 7 na 
DDAC prilagojenimi sevi S. epidermidis, razvoj odpornosti ugotovili pri 3 sevih, ki so označeni 
Se1, Se18 in Se49. Pri teh sevih je bil faktor povečanja MIK po prilagoditvi na DDAC 2, 15 in 
45. Pri štirih sevih, Se4, Se11, Se46 in Se60, ki so bili prilagojeni na DDAC, so bili faktorji 
povečanja MIK 180, 4, 33 in 30.  
 
3.1.2.1.2 Navzkrižna odpornost prilagojenih sevov S. epidermidis  
 
Sevom pred in po prilagoditvi na DDAC smo določili navzkrižno odpornost proti drugim 
protimikrobnim snovem, saj je navzkrižna odpornost med razkužili in antibiotiki večkrat 
opisana (Marino in sod., 2010; Skovgaard in sod., 2013; Wales in Davies, 2015; Soumet in 
sod., 2016; Wesgate in sod., 2016; Paul in sod., 2019). Navzkrižna odpornost je možna zaradi 
podobnih ali celo enakih mehanizmov, ki sodelujejo pri odzivu celic na protimikrobno snov, 
npr. mutacije, razgradnja protimikrobnih snovi zaradi aktivacije različnih encimov, izražanje 
nespecifičnih izlivnih črpalk, spremembe v prepustnosti citoplazemske membrane, spremembe 
tarčnega mesta v/na celici za protimikrobno snov (Capita in Alonso-Calleja, 2013; Paul in sod., 
2019).  
 
Ugotovili smo, da so nekateri sevi bakterij vrste S. epidermidis po prilagoditvi na DDAC razvili 
tudi navzkrižno odpornost proti benzalkonijevemu kloridu in različnim antibiotikom. Pri treh 
sevih S. epidermidis smo po prilagoditvi na DDAC določili tudi povečanje MIK za 
benzalkonijev klorid. MIK seva S. epidermidis ATCC 51625 za benzalkonijev klorid je po 
prilagoditvi na DDAC presegla standardno MIK za KAS (Marino in sod., 2010), zato smo ga 
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interpretirali kot navzkrižno odpornega proti benzalkonijevemu kloridu. Poleg sta še dva seva 
S. epidermidis iz čistih prostorov, Se4 in Se49, imela višjo MIK za benzalkonijev klorid po 
prilagoditvi na DDAC. Ne glede na to, da imata obe razkužili enak mehanizem delovanja, t.j. 
poškodbe citoplazemske membrane (Tezel in Pavlostathis, 2015), pa vsi sevi S. epidermidis 
niso postali navzkrižno odporni proti benzalkonijevemu kloridu. Navzkrižno odpornost so 
proučevali tudi Gadea in sod. (2017) po prilagoditvi različnih sevov bakterij rodov Bacillus, 
Enterococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Klebsiella, Pantoea in Salmonela na 
benzalkonijev klorid. Poleg navzkrižne odpornosti na druga razkužila (heksaklorofen, 
didecidimetilamonijev bromid, triklosan in klorheksidin) so sevi razvili tudi navzkrižno 
odpornost proti različnim antibiotikom (ampicilin, sulfametoksazol in cefotaksim). 
 
Po prilagoditvi sevov S. epidermidis na DDAC smo ugotovili razvoj navzkrižne odpornosti 
proti različnim antibiotikom. Med sevi bakterij vrste S. epidermidis sta navzkrižno odpornost 
proti antibiotikom razvila dva seva, sev Se1 je postal navzkrižno odporen proti kloramfenikolu 
in tetraciklinu, in sev Se49 proti ciprofloksacinu in tetraciklinu. Največji razvoj navzkrižne 
odpornosti smo ugotovili pri sevu S. epidermidis ATCC 51626 (MRSE), ki je postal odporen 
proti gentamicin sulfatu, eritromicinu, ciprofloksacinu in kloramfenikolu. Tudi Dopcea in sod. 
(2019) so pri bakterijah vrst S. epidermidis in S. aueus po prilagoditvi na klorheksidin in 
oktenidin dihidroklorid ugotovili navzkrižno odpornost proti več različnim antibiotikom 
(penicilin, tetraciklin, gentamicin, ceftazidim). Soumet in sod. (2016) so po prilagoditvi bakterij 
vrste E. coli na DDAC določili navzkrižno odpornost proti kloramfenikolu, ampicilinu, 
cefotaximu, ceftazidimu, ciprofloksacinu. 
3.1.3 Mehanizmi prilagoditve in odpornosti proti DDAC pri bakterijah vrste S. 
epidermidis 
 
Sevi bakterij vrste S. epidermidis pri prilagoditvi na DDAC in razvoju odpornosti proti DDAC 
uporabijo več različnih mehanizmov, med katerimi je skupno povečanje delovanja izlivnih 
črpalk in transporta ter zmanjšanje obsega procesov, ki za preživetje celice niso nujni. S tem 
celice energijo porabljajo za osnovne metabolne procese, nujne za preživetje, in delovanje 
sistemov, ki celico varujejo pred negativnimi posledicami delovanja DDAC.  
 
3.1.3.1 Metodološki pristopi za določanje mehanizmov prilagoditve in odpornosti 
 
Bakterije vrste S. epidermidis imajo različne mehanizme prilagoditve in mehanizme razvoja 
odpornosti. Lahko jih določimo genotipsko, s ciljnim iskanjem prisotnosti genov, s čimer 
ugotovimo potencial za razvoj mehanizmov. V našem raziskovalnem delu smo sevom S. 
epidermidis določili prisotnost genov, ki smo jih predvideli, da so potencialno vključeni v 
mehanizme prilagoditve in razvoja odpornosti. To so bili geni za izlivne črpalke qac (qacA/B, 
qacC, qacG, qacH, qacJ), geni za pritrjanje na površino in tvorbo biofilma (icaA, aap, bhp) in 
gen za odpornost proti betalaktamskim antibiotikom (mecA). Določanje genov za možne 
mehanizme je velikokrat prvi korak ugotavljanja potenciala odpornosti (Singh Sidhu 2002; 
Tremblay in sod., 2013; Prag in sod., 2014; Gadea in sod., 2017). Ti rezultati karakterizacije so 
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pokazali, da prisotnost omenjenih genov ne pogojuje občutljivosti za razkužilo in DDAC, zato 
smo mehanizme iskali tudi z drugimi metodami. 
 
Po prilagoditvi na DDAC smo prilagojenim (Se4, Se11, Se46, Se60) in odpornim sevom 
bakterij vrste S. epidermidis (Se1, Se18, Se49) mehanizme prilagoditve in odpornosti 
proučevali na nivoju fenotipskih lastnosti:  
• s spremembo velikosti celic (Onyango in sod., 2013; Wang in sod., 2018) 
• s spremembo delovanja izlivnih črpalk (Tezel in Pavlostathis, 2015; Wales in Davies; 
2015)  
• s spremembo v sposobnosti pritrjanja na površino in tvorbi biofilma (Bridier in sod., 
2011; Wales in Davies, 2015; Paul in sod., 2019) 
• s spremembo hitrosti rasti, saj prilagojene/odporne bakterije lahko spremenijo hitrost 
rasti (Onyango in Alreshidi, 2018) 
• s spremembo v maščobnokislinskem profilu (Di Pasqua in sod., 2006; Wang in sod., 
2018; Luo in sod., 2018).  
 
Mehanizme prilagoditve in mehanizme odpornosti lahko ugotovimo tudi s preiskavami 
izražanja genov ob prisotnosti razkužila. Izražanje genov je lahko ciljno, npr. z uporabo PCR v 
realnem času. S to metodo pomnožujemo ciljne gene na osnovi začetnih oligonukleotidov oz. 
RT-PCR, ko po reverzni transkripciji količinsko preverjamo izražanje specifičnih genov.  
 
Izražanje genov lahko preverjamo tudi na nivoju celotnega transkriptoma celice. Pred časom so 
bile v uporabi pretežno mikromreže, vse bolj pa se uporabljajo metode sekvenciranja nove 
generacije (NGS; ang. next generation sequencing) (Ozsolak in Milos, 2011). Ena izmed metod 
NGS je sekvenciranje RNA (RNA-seq), ki je bila prvič opisana leta 2008. Njena uporaba za 
študije izražanja genov je danes zelo razširjena, saj omogoča pridobitev velikega nabora 
rezultatov v relativno kratkem času, zahteva pa uporabo različnih bioinformacijskih orodij 
(Haas in sod., 2012; Koch in sod., 2018; Tian in sod., 2019). RNA-seq in proučevanje 
sprememb v izražanju genov na nivoju transkriptoma so raziskovalci uporabili pri iskanju 
stafilokoknih odzivov na različne okoljske dejavnike (Choi in sod., 2014; Moran in sod., 2017; 
Slany in sod., 2017). RNA-seq smo v zadnji stopnji eksperimentalnega dela uporabili tudi pri 
proučevanju mehanizmov prilagoditve in mehanizmov odpornosti proti DDAC pri 
prilagojenem sevu S. epidermidis (SE11Ad) in pri proti DDAC odpornem sevu S. epidermidis 
(SE18To). Na osnovi analize diferencialno izraženih genov (DEG) smo pri več kot 5-kratni 
spremembi izračanja (FC > 5) in statistični značilnosti (p) < 0,05 določili glavne mehanizme 
prilagoditve in odpornosti proti DDAC pri sevih S. epidermidis.  
 
3.1.3.2 Mehanizmi prilagoditve in odpornosti proti DDAC pri bakterijah vrste S. epidermidis 
 
3.1.3.2.1 Izlivne črpalke in celični transport 
 
Pri sevih S. epidermidis smo dokazali le prisotnost genov qacA/B in qacC, ki kodirajo izlivne 
črpalke Qac. Prisotnosti ostalih genov qac (qacG, qacH, qacJ) nismo potrdili. Pogostost genov 
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qacA/B in qacC med sevi iz čistih prostorov in tipskimi sevi je bila visoka (98,2 %), medtem, 
ko je bila pri humanih sevih nižja. Pri humanih sevih S.epidermidis smo gen qacA/B detektirali 
le pri 26,7 % sevov in gen qacC pri 40,0 %. Le pri enem sevu smo ugotovili prisotnost dveh 
qac genov, qacA/B in qacC. Med humanimi sevi bakterij vrste S. epidermidis je bilo kar 40,0 
% sevov brez kateregakoli gena qac. S testiranjem delovanja izlivnih črpalk smo pri treh 
prilagojenih sevih S. epidermidis (Se4, Se11 in Se46) in dveh odpornih sevih (Se1 in Se18) 
ugotovili povečano delovanje izlivnih črpalk po prilagoditvi na DDAC. Pri sevu S. epidermidis 
ATCC 51625 (Se60), ki je bil edini sev z odsotnimi geni za Qac črpalke in vključen v 
prilagoditev na DDAC, tudi povečanega delovanja izlivnih črpalk po prilagoditvi nismo 
ugotovili. Rezultati so sicer nakazovali na verjetno vpletenost črpalk Qac v prilagoditev na 
DDAC, vendar pa, ker pa se je tudi sev Se60 prilagodil na DDAC, izlivne črpalke niso edini 
mehanizem, vključen v prilagoditev in odpornost proti DDAC. To smo z analizo DEG 
transkriptoma prilagojenega seva Se11Ad in proti DDAC odpornega seva Se18To tudi potrdili, 
saj črpalke Qac niso bile primarne izlivne črpalke, katerim delovanje se je povečalo pri 
prilagoditvi na DDAC. Pri obema na DDAC prilagojenima sevoma je bil višje izražen gen za 
izlivno črpalko za arzenove spojine (SE0334 s FC 11,8 pri prilagojenem Se11Ad in arsB s FC 
5,97 pri odpornem Se18To). Izlivna črpalka za arzenove spojine spada med nespecifične izlivne 
črpalke. Skladno z rezultati poskusov je najverjetneje tudi odgovorna za aktivno izločanje 
DDAC pri sevih SE11Ad in SE18To. Pri bakterijah vrste S. epidermidis je poznanih več kot 30 
različnih izlivnih črpalk (Hassan in sod., 2007). Pri sevu Se18To je bil višje izražen tudi gen za 
ortologno nespecifično izlivno črpalko LmrP pri laktokokih, lmrP (FC 7,0). Huet in sod. (2008) 
so pri bakterijah vrste S. aureus po izpostavitvi razkužilom ugotovili povečano delovanje več 
izlivnih črpalk. Izstopale so nespecifične izlivne črpalke (MepA, NorA, NorC, MdeA). Prav 
tako so višje izražanje izlivnih črpalk (kodiranih z genom emrE) ugotovili tudi Choi in sod. 
(2014) po izpostavitvi bakterij rodu Staphylococcus povišani koncentraciji soli (NaCl). Ko so 
Moran in sod. (2017) bakterije vrst S. aureus in S. epidermidis izpostavili sapienski kislini, so 
pri obeh vrstah z RNA-seq določili povišano izražanje gena mnhF, ki je vključen v aktivno 
izločanje žolčnih soli. Povečano delovanje izlivnih črpalk Mdt in Yhi so po prilagoditvi na 
benzalkonijev klorid ugotovili tudi Forbes in sod. (2019) pri bakterijah vrste E. coli.  
 
Pri analizi DEG transkriptomov prilagojenega seva SE11Ad in odpornega seva SE18To je bilo 
močno povišano izražanje genov, ki sodelujejo pri različnih transportnih sistemih. Višje 
izražanje genov za transport (aminokislin, lipidov, nukleotidov, koencimov, ogljikovih hidratov 
ter anorganskih ionov) so ugotovili tudi v študiji prilagoditve seva rodu Staphylococcus na višje 
koncentracije soli (Choi in sod., 2014). Višje izražanje genov za različne transportne sisteme 
pri bakterijah vrst S. epidermidis ter S. aureus po izpostavitvi sapienski kislini so ugotovili tudi 
Moran in sod. (2017). Ugotovili so povišano izražanje genov ABC-transporterja Vra, ki 
sodeluje pri odpornosti proti bacitracinu, genov mnh, ki kodirajo kationski transportni sistem 
ter več drugih verjetnih kationskih transporterjev. V naših raziskavah smo pri obeh sevih 
določili gen tcyB z višjim izražanjem (FC 10,5 pri Se11Ad in FC 16,0 pri Se18To), ki je 
odgovoren za transport L-cisteina. Ker celice varčujejo z energijo in imajo nižjo aktivnost de 
novo sinteze aminokislin, je bil posledično povečan privzem aminokislin iz okolja (Onyango in 
Alrsehidi, 2018; Liebeke in sod., 2011). Višje je bilo tudi izražanje genov drugih transporterjev. 
Pri prilagojenem sevu Se11Ad smo ugotovili bistveno višje izražanje osmih genov, ki so del 
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transportnih sistemov. Gen pstS je imel pri prilagojenem sevu tudi najvišje izražanje (FC 124,9). 
Prav tako smo povišano izražanje ugotovili tudi za gena pstC (FC 38,5) in pstB (FC 8,0). Vsi 
trije geni so vključeni v transport fosfatnih ionov preko citoplazemske membrane (Wang in 
sod., 2017). Vključeni so v tiol-specifični redoks sistem, za katerega je znano, da sodeluje v 
celični obrambi proti oksidirajočim snovem (Gómez-Gómez in sod., 2019). Ostali povišani 
DEG transportnega sistema so bili vključeni predvsem v transport aminokislin in peptidov. Pri 
odpornem sevu Se18To je imel najbolj povišano izražanje gen za uracil permeazo SE0875 (FC 
27,6). Gen kodira transporter za nukleotid uracil. S povišanim izražanjem tega gena so pri proti 
vankomicinu-odpornem S. aureus ugotovili tudi povečano biosintezo purina, kar pa je pogost 
mehanizem odpornosti pri sevih MRSA (Mongodin in sod., 2003; Schelli in sod., 2017). Višje 
izražanje je imel tudi gen za transport cinka (znuB (FC 6,8)).  
 
Izlivne črpalke in transportni sistemi so pomembni mehanizmi pri prilagoditvi in razvoju 
odpornosti proti DDAC pri bakterijah vrste S. epidermidis. 
 
3.1.3.2.2 Tvorba biofilma 
 
Razkužila na bakterijske celice v biofilmu slabše učinkujejo kot na planktonske celice. Celice 
bakterij v biofilmu so tako manj občutljive za protimikrobne snovi (npr. razkužila, antibiotiki) 
(Srey in sod., 2013; Slany in sod., 2017). Penetracija razkužil v globino biofilma je omejena 
zaradi prisotnosti organskih snovi, EPS, kar dodatno lahko zmanjšuje učinkovitost delovanja 
razkužila (Srey in sod., 2013). Bakterijske celice v biofilmu se od planktonskih tudi razlikujejo, 
ker spremenijo svoje lastnosti. To se odrazi kot npr. počasnejša rast in povišano izražanje 
genov, tudi tistih za odpornost proti protimikrobnim snovem (McCann in sod., 2008; Otto, 
2009; Forbes in sod., 2014; Carvalhais in sod., 2015; Onyango in Alreshidi, 2018). Ker so se 
bakterije vrste S. epidermidis sposobne pritrjati na površine in tvoriti biofilm, smo tvorbo 
biofilma preverjali kot mehanizem prilagoditve in odpornosti proti razkužilu in DDAC. 
 
V sklopu karakterizacije sevov S. epidermidis smo določili prisotnost treh genov (icaA, aap in 
bhp), ki so odgovorni za pritrjanje celic in tvorbo biofilma (Becker in sod., 2007). Ugotovili 
smo, da je pri sevih iz čistega okolja najpogosteje prisoten biofilmski gen aap (36,8 % sevov), 
medtem ko je bila pri humanih sevih prisotnost gena aap še pogostejša (73,3 %). Gen aap kodira 
protein Aap, ki je vezan na celično steno in ima funkcijo pri agregaciji celic pri tvorbi biofilma 
(Büttner in sod., 2015). Po svoji funkciji je protein dobil tudi ime, ang. Accumulation-
associated protein. Podobna distribucija gena icaA (35,1 %) je bila med sevi S. epidermidis iz 
čistega prostora. Gen icaA je del operona icaADBC, ki kodira protein PIA (Becker in sod., 
2007; Hellmark in sod., 2013; Osman in sod., 2015). Primerljivo določitev gena icaA so dobili 
tudi Osman in sod. (2015) pri analizi sposobnosti tvorbe biofilma pri sevih S. epidermidis, 
izoliranih iz mleka. Prisotnost gena icaA so potrdili pri 30 % sevov. Humani izolati so imeli 
nižjo distribucijo gena icaA (26,7 %). Prisotnost genov operona icaADBC je pogostejša med 
kliničnimi izolati kot med okoljskimi izolati (Becker in sod., 2007). Vendar pa pri 
karakterizaciji humanih sevov S. epidermidis tega nismo potrdili. Protein Bhp (homolog 
proteina Bap, ang. Biofilm-associated protein, pri S. aureus) je prisoten pri močnih tvorcih 
biofilma pri bakterijah vrste S. epidermidis (Hellmark in sod., 2013; Xue in sod., 2015). Protein 
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sodeluje v začetnih stopnjah tvorbe biofilma (McCann in sod., 2008) in je kodiran z genom bhp. 
Prisotnost gena bhp smo potrdili pri treh sevih (5,2 %) S. epidermidis iz čistega okolja, medtem 
ko smo ga pri humanih izolatih detektirali le pri 1 sevu (6,7 %). Pri proučevanju sposobnosti 
pritrjanja celic na površino in tvorbe biofilma smo ugotovili, da imajo med sevi S. epidermidis, 
ki so močni tvorci EPS in biofilma, običajno prisotne kombinacije genov icaA-aap ali icaA-
aap-bhp. Tudi Tremblay in sod. (2013) navajajo kombinacije teh genov pri močnih tvorcih 
biofilma. Vendar s potrditvijo prisotnosti biofilmskih genov ne moremo sklepati o sposobnosti 
pritrjanja in tvorbi biofilma pri sevih S. epidermidis. Večina izolatov iz čistih prostorov (82,5 
%) in humanih sevov S. epidermidis (60,0 %) ni tvorila EPS in biofilma, kljub temu, da so med 
njimi sevi imeli omenjene gene. Največ sevov, ki ni tvorilo EPS, je imelo prisoten le gen aap 
(12/47, 25,5 %, izolatov iz čistih prostorov in 4/9, 44,4 %, humanih izolatov). Sevi, ki niso 
tvorili EPS, so imeli še prisoten gen icaA (5/47, 10,6 %, izolatov iz čistih prostorov) ali 
kombinacije genov icaA in aap (7/47, 14,9 %, izolatov iz čistih prostorov) ali aap in bhp (1/47, 
2,1%, izolatov iz čistih prostorov in 1/9, 11,1 %, humanih izolatov). 
 
Gadea in sod. (2017) navajajo povečano tvorbo biofilma kot mehanizem prilagoditve na večje 
koncentracije KAS. Vendar pa v literaturi zasledimo tudi podatke o zmanjšani tvorbi biofilma 
kot posledico izpostavitve razkužilom (Forbes in sod., 2014; Forbes in sod., 2019). Po 
prilagoditvi na DDAC smo pri treh sevih S. epidermidis potrdili močnejše pritrjevanje na 
površino in tvorbo biofilma. Med njimi sta bila dva seva, ki sta razvila trajno odpornost (Se1 in 
Se49). Vendar pa pri sevu Se18, ki je po prilagoditvi tudi postal odporen proti DDAC, 
spremembe v pritrjanju in tvorbi biofilma nismo zaznali. Dva seva, prilagojena na DDAC, sta 
po prilagoditvi postala celo slabša tvorca biofilma (Se4, Se60). Oba seva sta bila pred 
prilagoditvijo na DDAC sicer močna tvorca biofilma. Do podobnih ugotovitev so prišli tudi 
Forbes in sod. (2014), kjer so po prilagoditvi več vrst bakterij poleg povečane ugotovili tudi 
zmanjšano možnost tvorbe biofilma po prilagoditvi bakterij vrste S. epidermidis na razkužilo 
triklosan. Büttner in sod. (2015) poročajo, da je večja možnost prilagoditve bakterij vrste S. 
epidermidis na protimikrobne snovi preko izražanja medeceličnih adhezinov, kot je PIA. Med 
našimi prilagojenimi sevi so kar štirje sevi Se11, Se46, Se49 in Se60 (MRSE) imeli gen icaA.  
 
Mehanizem za povečano tvorbo biofilma smo ugotovili z analizo DEG pri prilagojenem sevu 
Se11Ad. Ugotovili smo izrazito nižje izražanje genov sistema Agr sistema (ang. Accessory 
gene regulator). Le-ta je odvisen od celične gostote in okoljskih dejavnikov (Le in Otto, 2015). 
Pri bakterijah vrste S. epidermidis je sistem Agr glavni sistem medceličega sporazumevanja.  
 
Lokus Agr je sestavljen iz dveh nasprotnih transkripcijskih enot, RNAII in RNAIII (Slika 8). 
RNAII sestavljajo 4 geni, agrB, agrD, agrC, agrA. Produkt agrD je prekurzor ekstracelularnega 
signala, t.i. samoinducirani peptid (AIP, ang. Autoinduced peptide). AIP dozorevajo in se 
izločajo preko transmembranskega proteina AgrB, ki ga kodira agrB. Ko AIP zunaj celice 
dosežejo ustrezno koncentracijo, se vežejo na transmembranski protein AgrC, kodiran preko 
agrC. Njegov regulator je protein AgrA, kodiran preko gena agrA. Po vezavi AIP na agrC, se 
AgrA aktivira in veže na P2 promotor regije RNAII, P3 promotor regije RNAIII in druge 
promotorje za izražanje v fenolu topnih modulinov (PSM, ang. phenol soluble modulin) 
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(Pragman in Schlievert, 2004; Otto in sod., 2010; Olson in sod., 2014; Le in Otto, 2015). 
RNAIII deluje kot mRNA molekula, ki z vezavo na 5' UTRs tvori RNA dimere. S tem prepreči 
proces prepisovanja genov, primarno površinskih proteinov, adhezinov, inducira pa izražanje 
nekaterih zunajceličnih encimov.  
 
Slika 8: Shema regulacije sistema Agr pri bakterijah vrste S. epidermidis 
Figure 8: Scheme of regulation of Agr system in S. epidermidis 
 
Višje izražanje sistema Agr je običajno povezano s povišanim izražanjem genov za tvorbo 
toksinov in eksoencimov ter nižjim izražanjem genov za pritrjanje. Obratno pa nižje izražanje 
sistema Agr povezujejo s kroničnimi stafilokoknimi okužbami, ki so posledica tvorbe biofilma 
(Olson in sod., 2014; Le in Otto, 2015). Pri bakterijah rodu Staphylococcus je sistem Agr 
poglavitni regulator tvorbe biofilma (Kavanaugh in Horswill, 2016).  
 
Po prilagoditvi na DDAC se je pri adaptiranem sevu Se11Ad močno znižalo izražanje treh 
genov sistema Agr (agrA (FC -81,3), agrC (FC -77,0) in agrD (FC -391,5)). Nižje izražanje 
genov sistema Agr je vplivalo na povečano tvorbo biofilma. Sistem Agr je poznan kot verjetno 
najpomembnejši sistem vključen v patogenezo pri stafilokokih (Le in Otto, 2015).  
 
Sistem Agr je lahko reguliran tudi preko drugih sistemov kot so regulatorni sistemi SarA, SrrB 
in dejavniki iz okolja, kot npr. zmanjšanje pH, povišana koncentracija glukoze, reaktivne 
kisikove spojne (ROS) (Olson in sod., 2014; Le in Otto, 2015; Kavanaugh in Horswill, 2016).  
 
Pri sevu Se11Ad smo poleg genov sistema Agr ugotovili tudi nižje izražanje gena SE0484 (FC 
-285,1), ki kodira PSMb1/b2. PSM so opisani kot prvi mehanizem pri odstranjevanju S. 
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epidermidis biofilma (Büttner in sod., 2015). V matriksu biofilma PSM omogočajo celicam 
prehajanje iz biofilma. Tako lahko celice iz zrelega biofilma izhajajo in inducirajo rast biofilma 
na drugih površinah (Le in Otto, 2015). Büttner in sod. (2015) navajajo, da je izražanje PSM v 
biofilmskih izrazito nižje kot pri planktonskih celicah, kar smo ugotovili tudi v naši študiji 
transkriptoma Se11Ad, saj je bil zaradi nižje aktivnosti PSM nastali biofilm močnejši in 
stabilnejši.     
 
S prilagoditvijo na DDAC se je pri sevu Se11Ad močno znižalo tudi izražanje gena za V8 
proteazo (FC -534,6). Proteaze so odgovorne za degradacijo proteinov v EPS biofilma, zato 
znižano izražanje proteaz doprimore k stabilnosti biofilma (Martí in sod., 2010; Loughran in 
sod., 2014; Olson in sod., 2014). Izražanje proteaz regulira sistem Agr, saj so dokazali, da so 
mutanti sistema Agr pri bakterijah vrste S. epidermidis močni tvorci biofilma (Gustafsson in 
Oscarsson, 2008; Olson in sod., 2014; Le in Otto, 2015; Kavanaugh in Horswill, 2016).  
 
Močnejša tvorba biofilma, kot mehanizem prilagoditve na DDAC, je najverjetneje posledica 
nižjega izražanja sistema Agr in posledično nižjega izražanja PSM in proteaz ter izražanja 
površinskih proteinov (Kavanaugh in Horswill, 2016). Ta pojav smo zaznali pri na DDAC 
prilagojenem sevu S. epidermidis, Se11Ad. Analiza RNA-seq korelira s preveritvijo 
fenotipskega izražanja po prilagoditvi na DDAC, saj je postal isti sev po prilagoditvi močnejši 
tvorec biofilma.  
 
3.1.3.2.3 Drugi mehanizmi prilagoditve in razvoja odpornosti pri bakterijah vrste S. epidermidis 
na DDAC  
 
Pri proučevanju mehanizmov prilagoditve in odpornosti proti DDAC smo poleg izlivnih črpalk 
in biofilma ugotovili tudi vpletenost drugih mehanizmov:  
 
Hitrost rasti: Pri na DDAC prilagojenih sevih S. epidermidis smo ugotovili spremenjeno 
hitrosti rasti. Pri prilagojenemu sevu Se11 in sevu Se60 se je hitrost rasti povišala, medtem ko 
se je pri odpornem sevu Se1 hitrost rasti znižala, pri ostalih sevih (57 %) ni bilo sprememb v 
hitrosti rasti. Hitrejšo rast pri bakterijah vrste S. epidermidis so ugotovili tudi Layer in sod. 
(2018) pri prilagoditvi bakterij na linezolid. Vzrok hitrejše rasti je najverjetneje prilagoditev na 
nivoju ribosomov in posledično hitrejša sinteza proteinov (Layer in sod., 2018). Tudi Alreshidi 
in sod. (2015) navajajo višje izražanje ribosomalnih proteinov po prilagoditvi bakterij vrste S. 
aureus nizkim temperaturam. Podobno so tudi Chaffin in sod. (2012) ugotovili izrazito višje 
izražanje genov za ribosomalne proteine pri prilagoditvi bakterij vrste S. aureus po infekciji v 
pljučih miši. Glede na naše rezultate in literaturne podatke predvidevamo, da je vzrok hitrejše 
rasti pri na DDAC prilagojenih sevih Se11 in Se60 enak kot v predhodnih študijah prilagoditve 
bakterij, torej višje izražanje ribosomalnih genov in posledično močnejše delovanje ribosomov. 
Višje izražanje genov za ribosome smo ugotovili pri analizi transkriptoma seva Se18To. 
  
Hitrost rasti je lahko povezana tudi s tvorbo biofilma (Mhatre in sod., 2014). To je verjetno 
vzrok počasnejše rasti pri prilagojenem sevu Se1, ki je po prilagoditvi na DDAC postal 
Ribič U. Proučevanje ... odpornosti ... Staphylococcus epidermidis ... didecildimetilamonijevemu kloridu.         
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020      
  
96 
močnejši tvorec biofilma. Sprememba v razmnoževanju in hitrosti rasti je eden izmed 
mehanizmov prilagoditve oz. odpornosti bakterij vrste S. epidermidis na DDAC.  
 
Maščobnokislinski profil celic: Vsi sevi S. epidermidis so po prilagoditvi na DDAC 
spremenili maščobnokislinsko sestavo tako, da je bila v primerjavi z neprilagojenimi sevi: 
• manjša vsebnost nerazvejanih maščibnih kislin pri 6 sevih, Se1, Se4, Se11, Se18 in 
Se49, 
• manjša vsebnost iso-razvejanih maščobnih kislin pri 6 sevih, Se4, Se11, Se18, Se46, 
Se49 in Se60, 
• večja vsebnost anteiso-razvejanih maščobnih kislin pri 5 sevih, Se1, Se4, Se11, Se18 in 
Se60, 
• povečanje vsebnosti nenasičenih maščobnih kislin in zmanjšanje vsebnosti nasičenih 
maščobnih kislin je bilo ugotovljeno pri 5 sevih, Se11, Se18, Se56, Se49 in Se60.  
 
Spremembe v maščobnokislinskem profilu so ugotavljali tudi Patrignani in sod. (2008) pri rasti 
bakterij vrst L. monocytogenes, S. aureus, S. enteritidis in E. coli v mediju z dodatkom 
heksanala. Pri bakterijah so dokazali povečanje vsebnosti nenasičenih maščobnih kislin in 
razvejanih maščobnih kislin po prilagoditvi celic na prisotnost subinhibitornih koncentracij 
heksanala. Spremembe v maščobnokislinskem profilu so odraz prilagoditev citoplazemske 
membrane za ohranitev integritete in funkcionalnosti (Patrignani in sod., 2008; Luo in sod., 
2018) in kot odgovor celične prilagoditve na snovi, katerim tarča delovanja je citoplazemska 
membrana (Di Pasqua in sod., 2006). Prilagoditev citoplazemske membrane na stresne 
dejavnike v okolju se zgodi na nivoju glicerofosfolipidov. Pride do številnih sprememb, npr. 
spremeni se razmerje nasičenih in nenasičenih maščobnih kislin, spremeni se izomerizacija cis- 
v trans- pri nenasičenih maščobnih kislinah, spremeni se razvejanosti maščobnih kislin in 
dolžina alkilnih verig glicerofosfolipidov (Patrignani in sod., 2008). Ker je primarno delovanje 
DDAC delovanje na celično steno in citoplazemsko membrano bakterij vrste S. epidermidis, je 
sprememba maščobnokislinskega profila najverjetneje posledica prilagoditve citoplazemske 
membrane pri bakterijah vrste S. epidermidis.  
 
Celična stena: Pri analizi DEG seva Se18To smo ugotovili zelo znižano izražanje gena dapE 
(FC -34,0), ki kodira encim sukcinil-diaminopimelat desukcinilazo. Ta encim sodeluje v 
biosintezi lizina, ki je pomembna aminokislina pri izgradnji peptidoglikana in bakterijske 
celične stene. Nižje izražanje smo opazili tudi za gen SE1079, ki kodira encim alanin racemazo 
(FC -16,9). To je ključen encim sinteze bakterijske celične stene. Funkcija alanin racemaze je 
kataliza racemacije L-alanina v D-alanin. D-alanin je prekurzor pri sintezi dela pentapeptida, ki 
navzkrižno povezuje verige glikana pri peptidoglikanu celične stene bakterij. Peptidoglikan 
doprinese k rigidnositi celične stene. Spremembe navzkrižnega povezovanja v peptidoglikanu 
celične stene se odražajo tudi na togosti celične stene, in sicer manj povezovanja vodi do večje 
elastičnosti celične stene (Ciustea in sod., 2012; Loskill in sod., 2014). Struktura peptidoglikana 
se lahko spreminja zaradi vpliva dejavnikov iz okolja in prihaja do zadebelitve celične stene 
(Onyango in Alreshidi, 2018). Te spremembe lahko vodijo tudi do povečane odpornosti proti 
antibiotikom (Vermassen in sod., 2019). Glede na rezultate izražanja genov pri proti DDAC 
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odpornem sevu Se18To je sprememba peptidoglikana in posledično celične stene tudi 
mehanizem, ki je doprinesel k razvoju odpornosti proti DDAC. 
 
Velikost celic: Pri večini sevov S. epidermidis (Se1, Se4, Se11, Se18, Se46, in Se60) smo po 
prilagoditvi na DDAC s SEM in meritvami določili, de je bil povprečni premer celic pred 
prilagoditvijo 841 ± 49 nm in po prilagoditvi 735 ± 44 nm. Vzrok zmanjšanja celic je lahko 
redukcija metabolnih procesov in biosineznih poti (Onyango in sod., 2013). Pri študiji bakterij 
rodu Staphylococcus so Onyango in sod. (2013) ugotovili, da se celicam zaradi vpliva okoljskih 
dejavnikov (nižja temperatura, sprememba pH, večje koncentracije soli, prisotnost antibiotika) 
spremeni velikost celice. Različni stresni dejavniki so vplivali na povečanje ali na zmanjšanje 
prilagojenih bakterij. Zmanjšanje velikosti je največkrat povezano s t.i. populacijo majhnih 
kolonij (SCV, ang. small colony varaint) (Onyango in sod., 2013; Post in sod., 2017). Njihove 
kolonije na gojišču so manjše velikosti, imajo spremenjeno morfologijo in spremenjene 
lastnosti, kot so npr. pigmentacija, hemoliza. Morfoloških sprememb kolonij bakterij vrste S. 
epidermidis po prilagoditvi na DDAC nismo ugotovili. Predvidevamo, da je sprememba 
velikosti celic pri na DDAC prilagojenih sevih S. epidermidis odraz sprememb v metabolnih in 
biosinteznih poteh, saj smo tako pri prilagojenem sevu Se11Ad kot pri odpornem sevi Se18To 
pri analizi DEG ugotovili bistveno nižje izražanje genov, ki sodelujejo v različnih metabolnih 
in biosinteznih poteh (npr. metabolizem maščob, aminokislin; biosinteza terpenoidov, hema, 
aminokislin).  
 
Metabolizem in biosintezne poti: Pri analizi transkriptoma prilagojenega seva Se11Ad in 
odpornega seva Se18To smo ugotovili bistveno nižje izražanje genov, ki sodelujejo v različnih 
metabolnih procesih (metabolizem maščob, metabolizem aminokislin). Bistveno nižje izražanje 
po prilagoditvi na DDAC so imeli npr. gehD (FC -495,5), ki kodira glicerol ester hidrolazo in 
sodeluje v metabolizmu maščob. Nižje izražanje so imeli tudi geni metabolne poti šikimske 
kisline. Gen SE1599, ki kodira korizmat kinazo (FC -26,1), gen SE1224 za šikimat kinazo (FC 
-6,2) in gen SE1153 za 3-fosfo-šikimat 1-karboksivinil transferaza (FC -5,8). Nižje izražanje 
smo ugotovili tudi pri genu SE1199 za dihidrolipoamid dehidrogenazo (FC -11,1), za katerega 
Packer in sod. (2012) predvidevajo, da je vpleten v celično rast.  
 
Poleg genov metabolnih poti smo med DEG z nižjim izražanjem določili tudi več genov, ki so 
vključeni v biosintezne poti. Pri sevu Se11Ad je bil nižje izražen gen ipk (FC -21,7), ki sodeluje 
pri biosintezi terpenoidov. Heuston in sod. (2012) znižano izražanje biosintezne poti 
terpenoidov pri bakterijah povezujejo z zmanjšano regulacijo primarnega metabolizma. Nižje 
izraženi so bili tudi geni, ki so vključeni v proces biosinteze hema (gen za uroporfirinogen III 
sintazo (FC -5,9), hem sintazo (FC -8,5) in gen hemC (FC -12,8)). Pri bakterijah vrste S. aureus 
so Cao in sod. (2017) ugotovili nižje izražanje genov biosinteze hema in pri SCV celicah. Pri 
sevu Se11Ad smo ugotovili tudi nižje izražanje gena za tRNA dimetil alil transferazo (miaA, 
FC -8,9). Pando in sod. (2017) so pri bakterijah vrste S. aureus ugotovili nižje izražanje genov, 
vključenih v procese genskega prepisovanja in biosinteze nukleotidov, po izpostavitvi 
bakterijskih celic etanolu (Pando in sod. 2017). Tudi pri sevu Se18To smo pri analizi DEG 
ugotovili nižje izražanje genov vključenih v biosintezne poti. To so npr. gen za ketol-kislinsko 
reduktoizomerazo (SE1657, FC -8,1), ki je vključena v biosintezne poti razvejanih aminokislin. 
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Nižje izražanje je imel tudi gen metC (FC -7,8), ki kodira cistationin b-liazo in je vpleten v 
biosintezo aminokisline metionin.  
 
Spremembe metabolizma in redukcija biosinteznih poti so mehanizmi prilagoditve in 
odpornosti, saj na ta način celice lahko varčujejo z energijo (Alreshidi in sod., 2015) in jo lahko 
porabljajo za procese, ki celici omogočajo preživetje ob prisotnosti DDAC, kot je npr. povečano 
delovanje izlivnih črpalk ter osnovni metabolizem, nujen za preživetje (Alreshidi in sod., 2019). 
Zaradi povečanega transporta snovi v celico, bakterije lahko znižajo njihovo de novo sintezo. 
 
S proučevanjem mehanizmov za prilagoditev in razvoj odpornosti proti DDAC smo 
identificirali več mehanizmov, ki so vključeni v proces prilagoditve in razvoj odpornosti proti 
DDAC. Med glavnimi so povečano delovanje izlivnih črpalk in transportnih sistemov ter tvorba 
biofilma. Identificirali smo tudi druge mehanizme, kot so sprememba hitrosti rasti, spremembe 
v citoplazemski membrani in celični steni, sprememba velikost celic in spremembe metabolnih 
in biosinteznih poti.  
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3.2 SKLEPI 
 
1. Sevi bakterij vrste S. epidermidis, izolirani iz čistih prostorov, so bili različno občutljivi za 
komercialno razkužilo, ki vsebuje več aktivnih komponent (DDAC, glutaraldehid, 
etilendioksi dimetanol) (MIK od 1,3 mg/L do 40,8 mg/L) in za DDAC (MIK od 0,14 mg/L 
do 4,5 mg/L). Tudi humani sevi bakterij vrste S. epidermidis, izolirani iz kliničnega okolja, 
so bili različno občutljivi za razkužilo (MIK od 10,2 mg/L do 20,4 mg/L) in za DDAC 
(MIK od 0,06 mg/L do 0,14 mg/L).  
 
2. Razvoj odpornosti proti razkužilu in DDAC je bil različen. Izpostavitev 6 sevov S. 
epidermidis iz čistih prostorov in seva S. epidermidis ATCC 51625 (Se60) subinhibitornim 
koncentracijam DDAC je pri 4 sevih (Se4, Se11, Se46 in Se60) vodila do prilagoditve na 
DDAC in pri 3 sevih (Se1, Se18 in Se49) do razvoja odpornosti proti DDAC. S postopnim 
prilagajanjem na DDAC se je sevom S. epidermidis MIK za DDAC različno povišala, za 
najmanj 2-krat in največ 180-krat. Prilagoditve in razvoja odpornosti proti višjim 
koncentracijam razkužila ni bilo pri nobenem od sevov S. epidermidis (Se1,Se4, Se11, 
Se18, Se46, Se49 in Se60), ki so bili izpostavljeni subinhibitornim koncentracijam 
razkužila.  
 
3. Pri razvoju proti DDAC odpornih sevov S. epidermidis je povečano delovanje izlivnih 
črpalk (npr. gen lmrP za nespecifično delujočo izlivno črpalko, gen arsB za izlivno črpalko 
za arzenove spojine) in transportnih sistemov (npr. gen tcyB za transport cistina, SE0875 
za transport uracila) ter nižje izražanje genov za biosinteznih poti, ki vplivajo na 
spremembe celične stene (npr. gen dapE biosintezne poti lizina in SE1079, ki kodira alanin 
racemazo), ter metabolizem (npr. geni hisA, metC, SE1657 metabolizma aminokislin). Pri 
prilagoditi sevov S. epidermidis na DDAC je povišano izražanje genov za izlivne črpalke 
(npr. gen SE0334 za izlivno črpalko za arzenove spojine) in transportne sisteme (npr. geni 
fosfatnega transporta, pstB, pstC in pstS in geni transporta aminokislin, metI, tcyB), nižje 
izražanje genov sistema Agr (geni agrA, agrC, agrD), biosinteznih poti sekundarnih 
metabolitov (npr. gen ipk biosinteze terpenoidov, geni SE1344, SE0814 in hemC za 
biosintezo hema) in spremembe v metabolizmu (npr. gen gehD za metabolizem maščob in 
geni SE1599, SE1224, SE1153 za metabolizem aminokislin). Tako prilagojenim kot 
odpornim sevom se spremeni maščobnokislinski profil (nižja vsebnost nasičenih in višja 
vsebnost nenasičenih maščobnih kislin, nižja vsebnost nerazvejanih in iso-razvejanih 
maščobnih kislin in višja vsebnost anteiso- razvejanih maščobnih kislin), kar nakazuje na 
spremembe v citoplazemski membrani.  
 
S 1. sklepom smo potrdili 1. del hipoteze 1: sevi bakterij vrste S. epidermidis so različno 
občutljivi za komercialno razkužilo, ki poleg DDAC vsebuje tudi glutaraldehid in etilendioksi 
dimetanol, in za čisto komponento DDAC.  
 
Z 2. sklepom smo potrdili 2. del hipoteze 1 in deloma potrdili hipotezo 2: razvoj odpornosti 
proti razkužilu in DDAC se razlikuje. Izpostavitev subinibitornim koncentracijam razkužila ni 
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povzročila prilagoditve sevov, medtem ko je izpostavitev subinhibitornim koncentracijam 
DDAC vodila v prilagoditev in tudi v razvoj odpornih sevov bakterij vrste S. epidermidis. 
 
S 3. sklepom smo deloma potrdili hipotezo 3: Razvoj odpornih sevov bakterij vrste S. 
epidermidis proti DDAC ni koreliral s povišanim izražanjem genov qacA/B, qacC, norA, 
temveč s povišanim izražanjem genov drugih izlivnih črpalk (lmrP, arsB). Razvoj proti DDAC 
odpornih sevov je koreliral še s povečano sposobnostjo pritrjevanja bakterij na površino, 
zmanjšano občutljivostjo za DDAC, spremembo maščobnih kislin ter s spremenjeno 
morfologijo celic. Poleg teh mehanizmov so raziskave pokazale, da je med mehanizmi 
prilagoditve in razvoja odpornosti proti DDAC vključenih še več drugih mehanizmov kot smo 
jih predvideli v hipotezi 3 (transportni sistemi, biosintezne poti, metabolizem aminokislin in 
metabolizem maščob, sistem medceličnega sporazumevanja Agr, spremenjen 
maščobnokislinski profil). 
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4 POVZETEK (SUMMARY) 
4.1 POVZETEK 
 
Za zmanjšanje tveganja kontaminacije čistih prostorov je redno razkuževanje bistvenega 
pomena. Kvartarne amonijeve spojine (KAS) so pogosto aktivne komponente razkužil in med 
njimi je didecildimetilamonijev klorid (DDAC) med najpogostejšimi. Po razkuževanju lahko 
na površinah ostajajo nizke koncentracije razkužil, ki mikroorganizmom omogočajo 
prilagoditev, razvoj odpornosti proti razkužilu in navzkrižno odpornost proti drugim 
protimikrobnim snovem.  
 
Bakterije vrste S. epidermidis so med najpogosteje izoliranimi bakterijami iz čistih prostorov. 
Zaradi sposobnosti tvorbe biofilma jih večkrat imenujejo oportunistični patogen, predvsem v 
kliničnem okolju. Bakterije vrste S. epidermidis se lahko na različne načine oz. z več mehanizmi 
prilagodijo spremembam v njihovem okolju. Poznanih je več mehanizmov odpornosti proti 
razkužilom: (povečano) delovanje izlivnih črpalk, spremembe sposobnosti tvorbe biofilma, 
manjša velikost celic, spremembe v citoplazemksi membrani, zadebelitev celične stene, 
spremenjen metabolizem. 
 
Pri raziskovalnem delu smo pri bakterijah vrste S. epidermidis proučevali razvoj odpornosti 
proti razkužilu DDAC. Z različnimi metodami vzorčenja smo iz čistih proizvodnih prostorov 
izolirali 57 sevov S. epidermidis in jim določili občutljivost za razkužilo in DDAC in lastnosti 
sevov, ki bi lahko doprinesle k razvoju odpornosti proti razkužilom. 
 
Večina sevov (96,5 %) je imela prisotne gene za izlivni črpalki, qacA/B in qacC. Manj prisotni 
so bili geni vključeni v tvorbo biofilma, kot so icaA, aap in bhp ter gen mecA za odpornost proti 
antibiotikom. Sevi S. epidermidis so bili različno občutljivi za razkužilo in DDAC. MIK za 
razkužilo je bila v rangu od 1,3 mg/L do 40,8 mg/L in za DDAC v rangu od 0,14 mg/L do 4,5 
mg/L. Večina sevov S. epidermidis iz čistih prostorov (82,5 %) ni tvorila biofilma,. Odpornost 
proti gentamicinu je bila pogostejša (47,4 %) kot proti cefoxitinu (3,5 %). V karakterizacijo 
smo vključili tudi tri tipske seve (ATCC) in 15 humanih sevov S. epidermidis, izoliranih iz 
kliničnega okolja. Geni qac so bili pri humanih sevih manj pogosti kot pri izolatih iz čistih 
prostorov. Občutljivost za razkužilo in DDAC je bila primerljiva z občutljivostjo, določeno pri 
sevih S. epidermidis iz čistih prostorov. Več kot polovica humanih izolatov ni tvorila EPS in 
biofilma, vendar smo med tvorci ugotovili večji delež močnih tvorcev biofilma napram 
izolatom iz čistih prostorov. Odpornost proti antibiotikom je med humanimi sevi S. epidermidis 
pogostejša kot med sevi iz čistih prostorov. 
 
Karakteristično raznolike seve S. epidermidis smo postopno prilagajali na višje koncentracije 
DDAC. 57,1 % sevov je postalo začasno prilagojenih, 42,9 % pa je postalo trajno odpornih 
proti DDAC. MIK se je s prilagoditvijo na DDAC pri teh sevih povečala za faktor v rangu od 
2 do 180. Trije sevi so razvili navzkrižno odpornost proti benzalkonijevemu kloridu in trije sevi 
različno navzkrižno odpornost proti različnim antibiotikom (eritromicinu, ciprofloksacinu,  
gentamicin sulfatu, tetraciklinu, kloramfenikolu).  
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Sevom smo po prilagoditvi na višje koncentracije DDAC določili mehanizme prilagoditve in 
odpornosti proti DDAC. Mehanizme prilagoditve smo proučevali preko sprememb v 
fenotipskih lastnostih in z analizo transkriptoma z iskanjem diferencialno izraženih genov 
(DEG) z vsaj 5-kratno spremembo izražanja pri statistični značilnosti p < 0,05. Glavni 
mehanizmi prilagoditve in odpornosti proti DDAC pri sevih S. epidermidis so bili vidni v 
povečanem delovanju izlivnih črpalk in transportnih sistemov. Značilno je bilo višje izražanje 
gena za izlivne črpalke za arzenove spojine, ter višje izražanje genov za različne transportne 
sisteme, npr. aminokisline L-cistein, fosfatne ione, peptide, nukleotid uracil, cink. Sevi S. 
epidermidis so s prilagoditvijo na DDAC spremenili sposobnost tvorbe biofilma, kar smo 
ugotovili tako z določitvijo tvorbe biofilma v mikrotitrski ploščici kot z analizo DEG, saj se je 
spremenila regulacija in delovanje sistema Agr, kar je vodilo k močnejši tvorbi biofilma. Med 
mehanizmi prilagoditve na DDAC smo ugotovili tudi spremembo v hitrosti rasti, ki je 
najverjetneje povezana s povišanim izražanjem genov za ribosome. Dva seva sta povišala 
hitrost rasti, medtem, ko je en sev hitrost rasti znižal. Vsem sevom se je po prilagoditvi na 
DDAC spremenil maščobno-kislinski profil tako, da so sevi imeli manjšo vsebnost 
nerazvejanih maščobnih kislin, manjšo vsebnost iso-razvejanih in večjo vsebnost anteiso-
razvejanih maščobnih kislin, večjo vsebnost nenasičenih in manjšo vsebnost nasičenih 
maščobnih kislin kot pred prilagoditvijo. Eden izmed mehanizmov prilagoditve na DDAC je 
tudi sprememba peptidoglikana in posledično celične stene. Nižje izražen je bil gen encima 
sukcinil-diaminopimelat desukcinilaze, ki sodeluje pri biosintezi aminokisline lizin, 
pomembnega gradnika celične stene (peptidoglikana). Nižje izražen je bil tudi gen encima 
alanin racemaze, ki katalizira racemacijo aminokisline D-alanin, ki je vključena pri tvorbi 
peptidoglikana. Z mikroskopijo celic (SEM) smo šestim sevom določili povprečno manjšo 
velikost celic, kar je najverjetneje posledica spremenjenega metabolizma. Prilagoditev na 
DDAC je vplivala tudi na nižje izražanje genov metabolizma (npr. metabolizem maščob in 
aminokislin) ter genov biosinteznih poti (npr. aminokisline, nukleotidov, terpenoidov, hema). 
Redukcija izražanja genov metabolizma in biosinteznih poti je verjetno posledica energetskega 
varčevanja celic. Skladno z ugotovitvijo povečanega delovanja transportnih sistemov 
predpostavljamo, da zaradi varčevanja z energijo in redukcijo biosinteze celičnih komponent, 
le-te raje prevzemajo iz okolja, kot navajata Onyango in Alreshidi (2018). 
 
Z raziskovalnim delom smo pokazali, da so sevi S.epidermidis, izolirani iz čistih prostorov 
različno občutljivi na razkužilo na osnovi DDAC in na sam DDAC. Sevi imajo različne 
potenciale za prilagoditve in razvoj odpornosti proti razkužilom na osnovi kvartarnih 
amonijevih spojin. Sevi S. epidermidis iz čistega proizvodnega okolja se lahko prilagodijo na 
višje koncentracije DDAC ali celo postanejo odporni proti DDAC. Sevi S. epidermidis pa se 
niso sposobni prilagoditi na višje koncentracije razkužila, ki ima več aktivnih snovi. Rezultati 
raziskovalnega dela kažejo, da so v prilagoditev bakterij vrste S. epidermidis na DDAC in v 
razvoj odpornosti proti DDAC pri sevih S. epidermidis vključeni nekateri skupni mehanizmi 
ter več različnih mehanizmov.  
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4.2 SUMMARY 
 
A minimum risk of contamination must be ensured in cleanrooms, with regular disinfection as 
one of the main actions taken. The quaternary ammonium salt didecyldimethylammonium 
chloride (DDAC) is one of the most common agents for disinfection, and it is often the active 
component of disinfectants quternary ammonium compounds (QACs). After disinfection, there 
is a possibility that disinfectant residues remain on the surfaces. These might allow microbial 
adaptation or even resistance to disinfectants to develop, along with potential cross-resistance 
to other antimicrobial compounds.  
 
The bacterial strain Staphylococcus epidermidis is one of the most frequently isolated strains in 
cleanrooms. It is often referred to as an 'opportunistic pathogen' due to its formation of biofilms, 
especially in clinical environments. S. epidermidis can also adapt to changes in their direct 
environment. There are many mechanisms behind bacterial resistance to disinfectants, such as: 
increased efflux pump activity; increased formation of biofilms; reduced cell size; 
modifications to the cell membrane; thickening of the cell wall; and modifications to metabolic 
pathways. 
 
In this study, we investigated the development of resistance to DDAC in the bacterial strain S. 
epidermidis. Using various methods, we initially isolated 57 S. epidermidis strains from 
cleanrooms. We determined the susceptibilities of these S. epidermidis strains to commercial 
disinfectant and DDAC, and investigated their properties that might contribute to the 
development of resistance to disinfectants.  
 
The majority of the S. epidermidis strains had the qacA/B and qacC efflux pump genes (96.5%). 
The biofilm genes were less prevalent, as icaA, aap and bhp and the antibiotic-resistance gene 
mecA. These S. epidermidis strains were differently susceptible to the commercial disinfectant 
and DDAC. Their MICs for the commercial disinfectant ranged from 1.3 mg/L to 40.8 mg/L, 
and for DDAC, from 0.14 mg/L to 4.5 mg/L. The majority of these cleanroom S. epidermidis 
strains did not form biofilms (82.5%). Resistance to the antibiotic gentamicin was relatively 
common (47.4%), with low resistance to cefoxitin (3.5%). In addition to the cleanroom strains, 
we also characterized 3 S. epidermidis ATCC strains as control strains and 15 S. epidermidis 
human strains. In the clinical S. epidermidis strains, the qac genes were less present compared 
to the cleanroom strains. The susceptibilities to the commercial disinfectant and DDAC were 
comparable to those of the cleanroom S. epidermidis strains. More than half of the clinical S. 
epidermidis strains did not produce EPS or did not form a biofilm, although some were stonger 
biofilm producers compared to the cleanroom S. epidermidis strains. Resistance to antibiotics 
was more common in S. epidermidis human strains isolated in the clinical setting than in S. 
epidermidis strains from cleanroom setting. 
 
Characteristically different S. epidermidis strains were step-wise adapted to higher 
concentrations of DDAC. Here, 57.1% of the strains became temporarily adapted to DDAC, 
and 42.9% of the strains became permanently resistant to DDAC. After adaptation, the MICs 
to DDAC increased from 2-fold to 180-fold. Three strains became cross-resistant to 
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benzalconium chloride and three strains became cross-resistant to various antibiotics (i.e., 
gentamicin sulphate, erythromycin, ciprofloxacin, chloramphenicol, tetracycline).  
 
We investigated the adaptation and resistance mechanisms to DDAC in these S. epidermidis 
strains after step-wise adaptation to higher DDAC concentrations. Mechanisms were defined 
by changes in sevral phenotypic characteristics and by transcriptome analysis of differentially 
expressed genes with criterium of fold change (FC) > 5 and statistical significance (p) < 0.05. One of 
the most important was increased activity of the efflux pumps and the transport systems. Up-
regulation of the arsenic efflux pump gene was seen, along with genes related to several 
transport systems, including L-cysteine, phosphate ions, peptides, uracil and zinc. 
 
Staphylococcus epidermidis strains can change their biofilm formation after adaptation to 
DDAC. Gene expression analysis showed down-regulation of the Agr system genes in a strain 
that became a stronger biofilm producer after adaptation to DDAC. Lower expression of the 
Agr system enables stronger biofilm formation. Changes in growth rate have been identified as 
one mechanism of adaptation to DDAC. This appears to be associated with increased expression 
of ribosomal genes. Modifications to the fatty acid profiles were seen for all of the adapted 
strains. This is related to the mechanism of cell membrane adaptation. We observed decreases 
in the proportions of straight-chained fatty acids, iso-branched fatty acids and saturated fatty 
acids, accompanied by increases in the proportion of ante-iso-branched fatty acids and 
unsaturated fatty acids. A further adaptation mechanism is the thickening of the bacterial cell 
wall. We saw down-regulation of the gene encoding succinyl-diaminopimelate desuccinylase. 
This anzyme is involved in lysine biosynthesis, which is an important component of the 
bacterial cell wall (peptidoglycan). The gene encoding the enzyme alanine racemase was also 
down-regulated, which is the catalyst in the racemation of D-alanine, also involved in 
peptidoglycan synthesis. There was a decrease in the cell size for six adapted strains, as seen 
under scanning electron microscopy. This decrease in cell size was most likely due to altered 
cell metabolism. Indeed, adaptation to DDAC resulted in down-regulation of genes involved in 
metabolism (e.g., lipid and amino-acid metabolism) and of genes involved in biosynthetic 
pathways (e.g., amino acids, nucleotides, terpenoids, haem). These reductions in gene 
expression related to metabolism and biosynthesis appeared to be related to the energy saving 
strategy of the cells. Due to the increased activity of the transport systems, we would suggest 
that the cells were more likely to absorb components from the environtment, due to the energy 
saving processes and the reduction of the biosynthetic pathways of the cellular components, as 
reported by Onyango and Alreshidi (2018). 
 
In our experimental work, we have shown that S. epidermidis strains isolated from cleanrooms 
have different sensitivities to commercial DDAC-based disinfectant and to DDAC itself. These 
strains have different potentials for adaptation and developement of resistance to quaternary 
ammonium salt disinfectant. Some of the cleanroom S. epidermidis strains became adapted to 
higher concentrations of DDAC, or even became resistant to DDAC. However, these S. 
epidermidis strains did not adapt to or become resistant to the commercial disinfectant, which 
contain further active components. Some common but several different mechanisms are 
involved in the adaptation and resistance to DDAC in these S. epidermidis strains. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Rezultati objavljeni kot Supporting Information pri članku Ribič in sod. (2017) 
 
Table S1. Characteristics of the 57 Staph. epidermidis strains isolated from the cleanrooms in 
terms of their EPS production and biofilm formation. 
Strain Genotypic characteristics Phenotypic characteristics 
icaA aap bhp EPS producer Biofilm former 
1 – – – No No 
2 – – – No No 
3 – + – No No 
4 – – – No Medium 
5 + – – No Medium 
6 – – – No No 
7 – – – No No 
8 – + – Strong No 
9 – – – No No 
10 + – – No Weak 
11 + + – Strong Strong 
12 + + – No Medium 
13 + + – Weak Strong 
14 – – – No No 
15 – + – No No 
16 – + – No Weak 
17 – + – No No 
18 – – – No No 
19 + + – Strong No 
20 – – – No No 
21 – + – No No 
22 – – – No No 
23 – – – No No 
24 – – – No No 
25 – – – No No 
26 + + – No No 
27 – – – No No 
28 – + – No No 
29 – – – No No 
30 – + – No No 
31 – + – Strong Strong 
32 – – – No Weak 
33 – + – No Medium 
34 – – – No No 
35 – – – No No 
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sod. (2017) 
 
Strain Genotypic characteristics Phenotypic characteristics 
icaA aap bhp EPS producer Biofilm former 
36 + – – No No 
37 – + – No Strong 
38 – – – No No 
39 + – – No Medium 
40 + + – No Medium 
41 – – – No No 
42 + + – No No 
43 – – – No No 
44 + + – Strong Strong 
45 + + – Strong Strong 
46 – + – No Weak 
47 – + + No Weak 
48 + + + Strong Strong 
49 + + + Strong Strong 
50 – - – No No 
51 – + – No No 
52 + + – No Weak 
53 + - – No Weak 
54 – + – No No 
55 + + – No No 
56 + + – Strong Strong 
57 + + – No Weak 
ATCC 39584 + + + Strong Strong 
ATCC 12228 – + – No No 
ATCC 51625 + + – Strong Strong 
Real-time PCR: +, presence of gene; –, absence of gene 
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...nadaljevanje Priloge A: Rezultati objavljeni kot Supporting Information pri članku Ribič in 
sod. (2017) 
 
Table S2. Different characteristics of the 57 Staph. epidermidis strains isolated from the 
cleanrooms in terms of their resistance to the antimicrobials.  
Strain Genotypic characteristics 
Phenotypic characteristics 
MIC (mg l-1) Antibiotic resistance 
 qacA/B qacC mecA Disinfectant DDAC Gentamicin Cefoxitin 
1 + + – 20.4 2.25 R S 
2 + + – 1.3 1.13 R S 
3 + + – 10.2 2.25 S S 
4 + + – 20.4 4.50 R S 
5 + + – 5.1 0.28 S S 
6 + + – 5.1 0.56 S S 
7 + + – 5.1 0.28 S S 
8 + + – 10.2 1.13 I S 
9 + + – 10.2 0.28 R S 
10 + + – 10.2 1.13 R S 
11 + + – 20.4 1.13 R R 
12 + + – 5.1 0.14 S S 
13 + + – 5.1 0.28 R S 
14 + + – 1.3 0.56 R S 
15 + + – 20.4 0.56 S S 
16 + + – 10.2 0.56 S S 
17 + + + 20.4 2.25 R R 
18 + + – 10.2 0.56 R S 
19 + + – 20.4 1.13 R S 
20 + + – 20.4 1.13 R S 
21 + + – 20.4 1.13 R S 
22 + + – 20.4 2.25 R S 
23 + + – 5.1 0.56 S S 
24 + + – 20.4 2.25 R S 
25 + + – 10.2 1.13 S S 
26 + + – 10.2 1.13 R S 
27 + + – 20.4 2.25 R S 
28 + + – 20.4 2.25 R S 
29 + + – 10.2 1.13 R S 
30 + + – 10.2 1.13 S S 
31 + + – 20.4 4.50 R S 
32 + + – 10.2 0.28 S S 
33 + + – 20.4 1.13 R S 
34 + + – 20.4 1.13 S S 
35 + + – 20.4 1.13 S S 
36 + + – 10.2 0.56 S S 
37 – + – 10.2 0.14 S S 
38 + + – 5.1 0.28 S S 
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...nadaljevanje Priloge A: Rezultati objavljeni kot Supporting Information pri članku Ribič in 
sod. (2017) 
 
Strain Genotypic characteristics 
Phenotypic characteristics 
MIC (mg l-1) Antibiotic resistance 
 qacA/B qacC mecA Disinfectant DDAC Gentamicin Cefoxitin 
39 + + – 10.2 4.50 R S 
40 + + – 10.2 4.50 S S 
41 + + – 10.2 2.25 S S 
42 + + – 20.4 2.25 R S 
43 + + – 10.2 1.13 S S 
44 + + – 5.1 0.28 S S 
45 + + – 40.8 1.13 S S 
46 + + – 10.2 1.13 R S 
47 + + – 10.2 0.56 S S 
48 + + – 20.4 1.13 R S 
49 + + – 20.4 1.13 I S 
50 + + – 5.1 0.56 R S 
51 + + – 5.1 0.56 S S 
52 + + – 10.2 0.56 S S 
53 + + – 20.4 1.13 R S 
54 + – – 5.1 0.28 S S 
55 + + – 20.4 1.13 S S 
56 + + – 10.2 0.56 S S 
57 + + – 10.2 0.56 S S 
ATCC 
39584 
+ – + 5.1 0.28 R R 
ATCC 
12228 
– + – 5.1 0.56 S S 
ATCC 
51625 
– – + 10.2 0.56 S R 
Real-time PCR: +, presence of gene; –, absence of gene; R, resistant; I, intermediate; S, 
sensitive; 
DDAC, didecyl-dimethyl-ammonium chloride 
Disinfectant: DDAC (80 mg g-1), glutaraldehyde (50 mg g-1), ethylendioxy dimethanol (141 mg 
g-1)  
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Priloga B: Rezultati objavljeni kot Supporting Information pri članku Ribič in sod. (2020b) 
 
Table S1A. Differentialy expressed (up- and down-regulated) genes for adapted 
Staphylococcus epidermidis SE11 strain (criterion: FC>5, p<0.05). 
Gene name Chromosome Region Fold change P-value 
SE1070 NC_004461_ATCC-12228 complement(1081614..1082591) 124.91 0.000000783 
SE1069 NC_004461_ATCC-12228 complement(1080480..1081406) 38.53 0.000371 
SE2046 NC_004461_ATCC-12228 complement(2090150..2090830) 33.58 1.17E-14 
SE1147 NC_004461_ATCC-12228 complement(1187437..1187754) 31.68 0.0000054 
SE2294 NC_004461_ATCC-12228 complement(2369547..2370386) 26.51 4.56E-09 
SE0228 NC_004461_ATCC-12228 complement(218768..219700) 20.67 0.000000125 
SE2321 NC_004461_ATCC-12228 complement(2404376..2405035) 19.56 2.39E-11 
SE1610 NC_004461_ATCC-12228 complement(1665819..1667207) 17.46 0.000391 
sat NC_004461_ATCC-12228 complement(2226032..2227210) 17.33 1.13E-13 
SE0226 NC_004461_ATCC-12228 216001..216768 16.28 0.00000219 
thiG NC_004461_ATCC-12228 2103554..2104321 15.71 0.0000473 
SE2197 NC_004461_ATCC-12228 2247709..2249178 13.36 0.0000188 
SE1953 NC_004461_ATCC-12228 complement(1988683..1988946) 12.92 0.000000383 
SE1833 NC_004461_ATCC-12228 1875463..1875780 11.97 4.53E-09 
SE0269 NC_004461_ATCC-12228 269297..269713 11.89 0.0000595 
SE0334 NC_004461_ATCC-12228 complement(337714..338205) 11.77 0.00389 
uhpT NC_004461_ATCC-12228 151552..152931 11.53 0.04 
SE0623 NC_004461_ATCC-12228 608871..609017 11.53 0.04 
SE0693 NC_004461_ATCC-12228 complement(685874..686464) 11.53 0.04 
SE1660 NC_004461_ATCC-12228 1715354..1716724 11.53 0.04 
SE_p502 NC_005004 509..2227 11.53 0.04 
SE0356 NC_004461_ATCC-12228 complement(354167..354619) 11.31 1.36E-08 
SE1906 NC_004461_ATCC-12228 complement(1943081..1944199) 11.11 0.000000549 
SE1124 NC_004461_ATCC-12228 complement(1133159..1133419) 10.9 1.15E-09 
SE1992 NC_004461_ATCC-12228 complement(2028420..2028914) 10.49 6.01E-10 
SE1973 NC_004461_ATCC-12228 complement(2006851..2007453) 10.43 0.0002 
SE0592 NC_004461_ATCC-12228 584208..584924 9.72 4.72E-14 
SE1434 NC_004461_ATCC-12228 1486451..1487014 9.6 6.58E-08 
SE0357 NC_004461_ATCC-12228 complement(354632..355282) 9.24 2.93E-09 
ispD NC_004461_ATCC-12228 321117..321833 8.99 0.000042 
SE0614 NC_004461_ATCC-12228 601123..601971 8.39 0.000324 
SE0681 NC_004461_ATCC-12228 672073..673143 8.13 7.61E-10 
SE1067 NC_004461_ATCC-12228 complement(1078606..1079481) 8 0.000149 
SE1654 NC_004461_ATCC-12228 1707939..1709627 8 0.000149 
SE2048 NC_004461_ATCC-12228 complement(2092715..2093431) 8 0.000149 
SE1234 NC_004461_ATCC-12228 complement(1265093..1265293) 7.99 0.00624 
SE1564 NC_004461_ATCC-12228 complement(1618028..1619269) 7.96 1.11E-16 
SE0373 NC_004461_ATCC-12228 complement(371189..372025) 7.51 0.00272 
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Gene name Chromosome Region Fold change P-value 
SE2174 NC_004461_ATCC-12228 complement(2225417..2226016) 7.11 0.00000389 
SE2323 NC_004461_ATCC-12228 complement(2406310..2407455) 6.45 3.16E-14 
SE1591 NC_004461_ATCC-12228 complement(1647067..1647759) 6.37 0.000000224 
SE2075 NC_004461_ATCC-12228 complement(2120690..2121499) 6.05 0.01 
SE0262 NC_004461_ATCC-12228 complement(261489..262451) 6.03 0.000937 
SE1161 NC_004461_ATCC-12228 complement(1198914..1199318) 6.02 5.06E-14 
SE0250 NC_004461_ATCC-12228 248198..249100 6.02 0.0000109 
SE0626 NC_004461_ATCC-12228 611719..611955 5.84 8.29E-11 
SE1270 NC_004461_ATCC-12228 complement(1300051..1301175) 5.69 0.00000117 
SE1643 NC_004461_ATCC-12228 complement(1695700..1696299) 5.42 0.000000975 
SE2322 NC_004461_ATCC-12228 complement(2405038..2406063) 5.36 0.00000369 
SE1856 NC_004461_ATCC-12228 complement(1895192..1895740) 5.29 2.98E-09 
SE0156 NC_004461_ATCC-12228 complement(144775..145755) 5.27 5.28E-09 
SE1019 NC_004461_ATCC-12228 1024061..1025038 5.25 1.11E-16 
SE1209 NC_004461_ATCC-12228 complement(1245647..1246777) 5.19 0.0035 
SE1865 NC_004461_ATCC-12228 1902748..1903437 -5.2 0.0044 
SE0400 NC_004461_ATCC-12228 393969..395471 -5.31 0.00393 
SE0816 NC_004461_ATCC-12228 810823..811284 -5.31 0.00393 
SE1738 NC_004461_ATCC-12228 complement(1791298..1791744) -5.33 0.00000123 
SE1015 NC_004461_ATCC-12228 complement(1020039..1021487) -5.39 0.000859 
SE1317 NC_004461_ATCC-12228 complement(1347634..1348152) -5.46 0.02 
SE1573 NC_004461_ATCC-12228 complement(1624947..1625627) -5.46 0.02 
SE1667 NC_004461_ATCC-12228 complement(1725343..1727493) -5.59 0.000656 
SE1177 NC_004461_ATCC-12228 complement(1214517..1215254) -5.61 0.01 
SE0910 NC_004461_ATCC-12228 908951..910177 -5.64 0.0000338 
SE2243 NC_004461_ATCC-12228 complement(2300870..2302378) -5.68 0.00267 
SE1153 NC_004461_ATCC-12228 complement(1191105..1192406) -5.8 0.00011 
SE2287 NC_004461_ATCC-12228 complement(2362483..2363307) -5.86 1.18E-09 
SE1344 NC_004461_ATCC-12228 complement(1373930..1374610) -5.89 0.00215 
rpmH NC_004461_ATCC-12228 complement(2498765..2498902) -5.97 5.12E-08 
BUM85_RS13055 NZ_CP018843 20873..21442 -6.02 0.000101 
SE0958 NC_004461_ATCC-12228 965578..966405 -6.05 0.0000158 
SE2036 NC_004461_ATCC-12228 complement(2077149..2077841) -6.05 0.00184 
SE1224 NC_004461_ATCC-12228 complement(1258954..1259466) -6.15 0.00000275 
SE1545 NC_004461_ATCC-12228 complement(1600210..1600662) -6.15 0.0000629 
SE0451 NC_004461_ATCC-12228 complement(445050..445499) -6.16 0.00979 
SE1946 NC_004461_ATCC-12228 1980723..1982402 -6.16 0.00979 
SE2170 NC_004461_ATCC-12228 complement(2220424..2221758) -6.37 7.95E-10 
SE2172 NC_004461_ATCC-12228 complement(2222619..2224469) -6.39 7.18E-08 
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SE1299 NC_004461_ATCC-12228 complement(1325747..1326175) -6.45 0.0000403 
SE1143 NC_004461_ATCC-12228 complement(1181390..1184098) -6.47 0.00122 
SE1232 NC_004461_ATCC-12228 complement(1263781..1264107) -6.47 0.00793 
SE2151 NC_004461_ATCC-12228 complement(2197268..2198197) -6.47 0.00793 
SE0756 NC_004461_ATCC-12228 complement(745402..745692) -6.5 0.00000133 
SE0433 NC_004461_ATCC-12228 complement(429214..430014) -6.55 9.86E-09 
prmA NC_004461_ATCC-12228 complement(1294220..1295158) -6.55 0.00753 
SE0763 NC_004461_ATCC-12228 752158..753285 -6.63 0.00104 
SE0698 NC_004461_ATCC-12228 689446..690831 -6.63 0.00715 
SE2098 NC_004461_ATCC-12228 2142237..2143289 -6.67 0.000000958 
SE0864 NC_004461_ATCC-12228 858953..859306 -6.76 0.00015 
SE0896 NC_004461_ATCC-12228 893553..894443 -6.9 0.04 
rho NC_004461_ATCC-12228 complement(1769397..1770713) -7 0.000739 
nadE NC_004461_ATCC-12228 complement(1651080..1651907) -7.09 0.00493 
SE1951 NC_004461_ATCC-12228 complement(1987583..1987984) -7.17 0.00469 
SE1022 NC_004461_ATCC-12228 complement(1026429..1026662) -7.19 0.04 
SE0457 NC_004461_ATCC-12228 complement(451775..452218) -7.25 0.00446 
SE0641 NC_004461_ATCC-12228 complement(626816..627109) -7.25 0.00446 
SE2391 NC_004461_ATCC-12228 2466146..2466610 -7.25 0.00446 
SE1388 NC_004461_ATCC-12228 complement(1424562..1425509) -7.33 0.04 
murQ NC_004461_ATCC-12228 1925653..1926540 -7.61 5.52E-10 
SE0980 NC_004461_ATCC-12228 990598..991524 -7.63 0.03 
SE0986 NC_004461_ATCC-12228 996511..996876 -7.92 0.000000639 
SE0948 NC_004461_ATCC-12228 952187..953104 -7.92 0.03 
SE1759 NC_004461_ATCC-12228 complement(1817194..1818531) -8.07 0.03 
SE0604 NC_004461_ATCC-12228 591440..591631 -8.29 0.0000261 
SE1422 NC_004461_ATCC-12228 complement(1461204..1462004) -8.42 0.00219 
SE0814 NC_004461_ATCC-12228 complement(808676..809584) -8.51 0.000000251 
SE0966 NC_004461_ATCC-12228 972498..973292 -8.51 0.02 
SE1305 NC_004461_ATCC-12228 complement(1333843..1334985) -8.65 0.02 
nrdF NC_004461_ATCC-12228 507596..508564 -8.76 1.88E-08 
miaA NC_004461_ATCC-12228 991536..992534 -8.89 0.0000138 
SE0670 NC_004461_ATCC-12228 complement(659773..660594) -9.09 0.02 
SE1261 NC_004461_ATCC-12228 complement(1290257..1290967) -9.13 9.78E-08 
SE2212 NC_004461_ATCC-12228 complement(2263954..2265120) -9.27 0.00135 
SE0198 NC_004461_ATCC-12228 complement(189660..190349) -9.82 0.02 
SE0441 NC_004461_ATCC-12228 437703..437888 -9.82 0.02 
SE1965 NC_004461_ATCC-12228 complement(2000126..2000491) -10.55 0.01 
SE1633 NC_004461_ATCC-12228 1688255..1689049 -10.75 0.000621 
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Gene name Chromosome Region Fold change P-value 
SE0545 NC_004461_ATCC-12228 541654..542190 -10.99 0.01 
SE1199 NC_004461_ATCC-12228 complement(1236151..1237572) -11.14 0.01 
SE1756 NC_004461_ATCC-12228 complement(1813609..1814676) -11.29 0.01 
SE0184 NC_004461_ATCC-12228 complement(173502..174689) -11.43 0.01 
SE0470 NC_004461_ATCC-12228 462137..462895 -11.62 0.0000194 
SE1531 NC_004461_ATCC-12228 1580429..1581253 -11.73 0.00975 
SE0349 NC_004461_ATCC-12228 complement(348397..349227) -11.87 0.00938 
SE1134 NC_004461_ATCC-12228 complement(1173562..1173900) -12.16 0.00869 
xseA NC_004461_ATCC-12228 complement(1241373..1242710) -12.31 0.000294 
hemC NC_004461_ATCC-12228 complement(1374644..1375570) -12.79 0.000000368 
SE1553 NC_004461_ATCC-12228 1608951..1609925 -13.04 0.00672 
recR NC_004461_ATCC-12228 complement(2382901..2383497) -13.86 0.000148 
gltD NC_004461_ATCC-12228 complement(2389535..2390998) -14.07 0.00525 
SE2081 NC_004461_ATCC-12228 complement(2126532..2127212) -14.25 0.000125 
SE1427 NC_004461_ATCC-12228 complement(1466086..1467747) -14.65 0.00458 
mraY NC_004461_ATCC-12228 850354..851319 -15.09 0.00414 
SE1174 NC_004461_ATCC-12228 complement(1210777..1211316) -15.09 0.00414 
SE1090 NC_004461_ATCC-12228 complement(1100895..1102238) -16.18 0.00000119 
SE1782 NC_004461_ATCC-12228 complement(1841368..1843116) -16.41 0.00311 
SE2107 NC_004461_ATCC-12228 2151105..2151320 -16.73 1.81E-08 
SE1617 NC_004461_ATCC-12228 complement(1673090..1673926) -19.34 0.00173 
BUM85_RS12985 NZ_CP018843 complement(3861..4796) -20.48 0.0023 
SE0439 NC_004461_ATCC-12228 complement(435692..436366) -20.95 0.00129 
SE0406 NC_004461_ATCC-12228 complement(400838..401674) -21.65 0.00000869 
ipk NC_004461_ATCC-12228 complement(2363322..2364170) -21.74 7.44E-08 
SE0243 NC_004461_ATCC-12228 233602..240804 -22.44 4.86E-10 
SE1888 NC_004461_ATCC-12228 1924604..1925656 -23.56 2.57E-10 
SE0408 NC_004461_ATCC-12228 402541..403185 -24.9 0.000666 
SE1599 NC_004461_ATCC-12228 1654647..1655450 -26.07 0.000556 
SE0264 NC_004461_ATCC-12228 complement(263971..264486) -29 0.000363 
SE1637 NC_004461_ATCC-12228 1690559..1691848 -46.98 1.59E-11 
SE1638 NC_004461_ATCC-12228 1691865..1692581 -77 0.00000406 
SE0407 NC_004461_ATCC-12228 complement(401675..402421) -250.86 0.04 
SE0848 NC_004461_ATCC-12228 842454..842588 -285.1 0.04 
SE1636 NC_004461_ATCC-12228 1690392..1690532 -391.5 0.03 
SE0846 NC_004461_ATCC-12228 842072..842212 -426.97 0.03 
SE0185 NC_004461_ATCC-12228 175180..177111 -495.46 0.02 
SE1543 NC_004461_ATCC-12228 complement(1590856..1591704) -534.59 0.02 
SE0090 NC_004461_ATCC-12228 complement(89170..89844) -636.85 7.07E-12 
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Gene name Chromosome Region Fold change P-value 
SE0405 NC_004461_ATCC-12228 complement(399912..400841) -766.96 0.01 
BUM85_RS13075 NZ_CP018843 complement(23562..24236) -1447.36 1.43E-13 
SE0079 NC_004461_ATCC-12228 complement(80680..81354) -1795.51 0.00575 
     
     
Gene name Transcript (gene ID) 
Chromosome Position of the transcript (chromosome: NC_004461_ATCC-12228, plasmids: NC_005003, 
NC_005004, NC_005005, NC_005006, NC_005007, NC_005008, NZ_CP018843) 
Region Exact position of the transcript 
Fold change The fold change in gene expression 
P-value Standard p-value 
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Table S1B. Differentialy expressed (up-and down-regulated) genes for tolerant Staphylococcus 
epidermidis SE18 strain (criterion: FC>5, p<0.05) 
Gene name Chromosome Region Fold change P-value 
SE0875 NC_004461_ATCC-12228 868861..870168 27.64 2.51E-13 
SE0631 NC_004461_ATCC-12228 617295..617615 20.66 0.00176 
SE1992 NC_004461_ATCC-12228 complement(2028420..2028914) 16.04 0.0000924 
SE1934 NC_004461_ATCC-12228 1966130..1966681 13.72 0.000234 
SE2226 NC_004461_ATCC-12228 2280455..2280649 13.3 0.00793 
secY_2 NC_004461_ATCC-12228 complement(2308461..2309660) 11.75 0.000000141 
SE1462 NC_004461_ATCC-12228 1511904..1512155 11.71 6.66E-16 
SE2096 NC_004461_ATCC-12228 complement(2140657..2141520) 11.21 0.000000247 
SE2373 NC_004461_ATCC-12228 2447797..2448606 9.87 0.02 
SE0528 NC_004461_ATCC-12228 complement(520389..521459) 8.49 0.000000838 
hisH NC_004461_ATCC-12228 273329..273907 8.04 0.00384 
SE2392 NC_004461_ATCC-12228 complement(2466732..2467280) 8.04 0.00384 
SE0305 NC_004461_ATCC-12228 300854..301462 7.56 2.73E-10 
SE2150 NC_004461_ATCC-12228 2196733..2197164 7.26 0.00612 
SE0242 NC_004461_ATCC-12228 232133..233443 7.03 5.37E-11 
SE1938 NC_004461_ATCC-12228 1970298..1971254 7.03 0.00116 
SE0873 NC_004461_ATCC-12228 868101..868628 7 1.29E-11 
SE1242 NC_004461_ATCC-12228 complement(1271651..1272499) 6.83 2.32E-09 
SE1972 NC_004461_ATCC-12228 complement(2006181..2006858) 6.81 7.83E-14 
SE2396 NC_004461_ATCC-12228 2477265..2478650 6.65 0.000323 
SE2108 NC_004461_ATCC-12228 2151578..2152009 6.24 8.59E-10 
SE0134 NC_004461_ATCC-12228 complement(128311..128706) 6.12 2.09E-12 
SE2176 NC_004461_ATCC-12228 complement(2227234..2228130) 6.06 0.00000299 
SE0135 NC_004461_ATCC-12228 complement(128725..130014) 5.97 0.01 
SE0199 NC_004461_ATCC-12228 complement(190364..190810) 5.63 0.00432 
rpsP NC_004461_ATCC-12228 912341..912616 5.57 4.55E-14 
SE0302 NC_004461_ATCC-12228 299575..299694 5.49 4.3E-09 
SE1606 NC_004461_ATCC-12228 complement(1661974..1662354) 5.46 0.00139 
SE0366 NC_004461_ATCC-12228 complement(364567..364989) 5.46 0.02 
SE1450 NC_004461_ATCC-12228 1500229..1500537 5.46 0.02 
SE2099 NC_004461_ATCC-12228 complement(2143354..2144121) 5.45 0.000119 
rpmG_2 NC_004461_ATCC-12228 1023322..1023471 5.27 3.51E-09 
lspA NC_004461_ATCC-12228 866345..866878 5.19 0.00197 
SE0580 NC_004461_ATCC-12228 complement(577367..577651) 5.07 2.48E-08 
SE0587 NC_004461_ATCC-12228 581324..581929 5.01 1.51E-09 
SE0510 NC_004461_ATCC-12228 complement(502867..503367) 5.01 0.000271 
rpoZ NC_004461_ATCC-12228 881805..882017 -5.21 3.59E-09 
SE1693 NC_004461_ATCC-12228 complement(1748292..1748981) -5.33 0.000000419 
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Gene name Chromosome Region Fold change P-value 
SE1172 NC_004461_ATCC-12228 1210124..1210372 -5.38 7.09E-09 
SE0357 NC_004461_ATCC-12228 complement(354632..355282) -5.46 0.000000627 
SE0320 NC_004461_ATCC-12228 321826..322857 -5.75 0.000779 
SE1673 NC_004461_ATCC-12228 complement(1731138..1731308) -5.81 0.00227 
SE0401 NC_004461_ATCC-12228 395468..395950 -6 2.57E-09 
SE0539 NC_004461_ATCC-12228 533908..534141 -6.1 0.02 
SE2343 NC_004461_ATCC-12228 2425349..2425504 -6.11 0.000000576 
SE0275 NC_004461_ATCC-12228 273900..274604 -6.96 0.01 
SE0488 NC_004461_ATCC-12228 477923..478510 -7.08 0.0024 
SE2255 NC_004461_ATCC-12228 complement(2320349..2321122) -7.66 0.00146 
SE1497 NC_004461_ATCC-12228 complement(1543862..1546108) -7.82 0.00752 
SE2380 NC_004461_ATCC-12228 2454138..2455313 -7.82 0.00752 
SE0107 NC_004461_ATCC-12228 complement(103740..104186) -7.93 8.06E-11 
SE1657 NC_004461_ATCC-12228 1711736..1712740 -8.03 0.000189 
SE0486 NC_004461_ATCC-12228 complement(476531..476950) -8.47 0.000119 
thiG NC_004461_ATCC-12228 2103554..2104321 -8.83 0.000566 
SE0203 NC_004461_ATCC-12228 192642..193934 -9.85 0.03 
SE1482 NC_004461_ATCC-12228 complement(1528014..1530170) -9.85 0.03 
SE2400 NC_004461_ATCC-12228 2480690..2481448 -9.85 0.03 
SE1000 NC_004461_ATCC-12228 1007263..1007994 -11.46 0.02 
SE1746 NC_004461_ATCC-12228 1796774..1797136 -12.11 0.000799 
SE0151 NC_004461_ATCC-12228 142718..142903 -12.34 0.0000462 
SE1496 NC_004461_ATCC-12228 complement(1543169..1543861) -12.96 0.00054 
SE2335 NC_004461_ATCC-12228 complement(2419290..2420492) -14.16 1.78E-10 
SE0175 NC_004461_ATCC-12228 164059..168468 -15.54 0.000182 
SE0181 NC_004461_ATCC-12228 171246..172379 -16.3 0.00508 
SE1079 NC_004461_ATCC-12228 1092448..1093521 -16.89 0.000000103 
SE0041 NC_004461_ATCC-12228 49457..50611 -21.14 0.00195 
SE2220 NC_004461_ATCC-12228 complement(2274614..2275858) -34.03 0.000276 
 
Gene name Transcript (gene ID) 
Chromosome Position of the transcript (chromosome: NC_004461_ATCC-12228, plasmids: NC_005003, 
NC_005004, NC_005005, NC_005006, NC_005007, NC_005008, NZ_CP018843) 
Region Exact position of the transcript 
 
Fold change The fold change in gene expression 
P-value Standard p-value 
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Table S2A. Gene ontology (GO) for differentially expressed genes (DEGs) for Staphylococcus epidermidis SE11 strain obtained from UniProt 
and Blast2Go database (criterion fold change (FC)>5, p<0.05; no hypothetical proteins) 
 
Gene name Product  
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology 
(cellular component) 
SE1070 thioredoxine reductase 124.91 2.10 0.000000783 6.11 phosphate ion binding phosphate ion transport plasma membrane 
SE1069 
phosphate ABC 
transporter 38.53 1.59 0.000371 3.43 
inorganic phosphate 
transmembrane transporter 
activity phosphate ion transport 
plasma membrane; 
integral component of 
membrane 
SE2046 
gluconate operon 
transcriptional repressor 33.58 1.53 1.17E-14 13.93 
DNA binding; DNA-binding 
transcription factor activity 
Transcription, 
transcription regulation cytosol 
SE0228 carbamate kinase 20.67 1.32 0.000000125 6.90 
ATP binding; carbamate 
kinase activity 
arginine metabolic 
process; carbamoyl 
phosphate catabolic 
process cytoplasm  
SE2321 
ABC transporter 
permease 19.56 1.29 2.39E-11 10.62 transporter activity transmembrane transport 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
sat 
sulfate 
adenylyltransferase 17.33 1.24 1.13E-13 12.95 
sulfate adenylyltransferase 
(ATP) activity; ATP binding 
hydrogen sulfide 
biosynthetic process; 
sulfate assimilation cytosol  
SE0226 tributyrin esterase 16.28 1.21 0.00000219 5.66 
S-formylglutathione hydrolase 
activity 
nuclear-transcribed 
mRNA catabolic process cytosol 
thiG thiazole synthase 15.71 1.20 0.0000473 4.33 sulfurtransferase activity 
thiamine biosynthetic 
process; thiamine 
diphosphate biosynthetic 
process cytoplasm 
SE2197 alkaline phosphatase 13.36 1.13 0.0000188 4.73 phosphatase activity 
metabolic process; 
dephosphorylation extracellular region 
SE0334 
arsenic efflux pump 
protein 11.77 1.07 0.00389 2.41 
arsenite transmembrane 
transporter activity 
arsenite transport; 
response to arsenic-
containing substance 
integral component of 
membrane 
uhpT 
arsenic efflux pump 
protein 11.53 1.06 0.04 1.40 
transmembrane transporter 
activity not defined 
integral component of 
plasma membrane 
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Gene name Product  Fold change Log(Fold 
change) 
P-value Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular function) Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology 
(cellular component) 
SE1660 isopropylmalate isomerase 
large subunit 
11.53 1.06 0.04 1.40 3-isopropylmalate dehydratase 
activity; 4 iron, 4 sulfur cluster 
binding; metal ion binding 
leucine biosynthetic 
process 
3-isopropylmalate 
dehydratase complex 
SE0623 sugar phosphate antiporter 11.53 1.06 0.04 1.40 not defined not defined integral component of 
membrane 
SE1906 amino acid amidohydrolase 11.11 1.05 0.000000549 6.26 hydrolase activity not defined not defined 
SE1992 ABC transporter permease 10.49 1.02 6.01E-10 9.22 transporter activity transmembrane transport integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE1973 nitrate reductase subunit 
delta 
10.43 1.02 0.0002 3.70 unfolded protein binding chaperone-mediated 
protein complex assembly 
not defined 
SE0592 3-dehydroquinase 9.72 0.99 4.72E-14 13.33 3-dehydroquinate dehydratase activity aromatic amino acid family 
biosynthetic process; 
chorismate biosynthetic 
process 
not defined 
ispD 2-C-methyl-D-erythritol 4-
phosphate 
cytidylyltransferase 
8.99 0.95 0.000042 4.38 D-ribitol-5-phosphate 
cytidylyltransferase activity 
cell wall organization; 
isoprenoid biosynthetic 
process; poly(ribitol 
phosphate) teichoic acid 
biosynthetic process 
not defined 
SE0681 oligopeptide transport 
system permease OppC 
8.13 0.91 7.61E-10 9.12 not defined transmembrane transport integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE1654 dihydroxy-acid dehydratase 8 0.90 0.000149 3.83 4 iron, 4 sulfur cluster binding; 
dihydroxy-acid dehydratase activity; 
metal ion binding 
isoleucine biosynthetic 
process; valine biosynthetic 
process 
not defined 
SE2048 MerR family transcriptional 
regulator 
8 0.90 0.000149 3.83 DNA binding regulation of transcription, 
DNA-templated 
integral component of 
membrane 
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Gene name Product  Fold 
change 
Log(Fold 
change) 
P-value Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology 
 (cellular component) 
SE1067 phosphate transporter ATP-
binding protein 
8 0.90 0.000149 3.83 inorganic phosphate 
transmembrane transporter 
activity; ATPase-coupled 
phosphate ion transmembrane 
transporter activity; ATPase 
activity; ATP binding 
Phosphate transport, 
transport 
plasma membrane 
SE1564 aminopeptidase 7.96 0.90 1.11E-16 15.95 aminopeptidase activity proteolysis not defined 
SE0373 PP family ATPase 7.51 0.88 0.00272 2.57 sulfurtransferase activity not defined not defined 
SE2174 adenylyl-sulfate kinase 7.11 0.85 0.00000389 5.41 adenylylsulfate kinase activity; 
ATP binding 
hydrogen sulfide 
biosynthetic process; sulfate 
assimilation 
not defined 
SE2333 NADH dehydrogenase subunit 5 6.97 0.84 3.33E-16 15.48 NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) activity 
mitochondrial electron 
transport, NADH to 
ubiquinone; ubiquinone 
biosynthetic process; sodium 
ion transport 
integral component of 
membrane 
SE2323 cystathionine gamma-synthase 6.45 0.81 3.16E-14 13.50 catalytic activity; pyridoxal 
phosphate binding 
transsulfuration not defined 
SE1591 geranylgeranylglyceryl 
phosphate synthase-like protein 
6.37 0.80 0.000000224 6.65 magnesium ion binding; 
polyprenyltransferase activity 
glycerophospholipid 
biosynthetic process 
not defined 
SE1161 glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 
6.02 0.78 5.06E-14 13.30 glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase [NAD(P)+] 
activity; glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase [NAD+] activity; 
NAD binding 
carbohydrate metabolic 
process; glycerol-3-
phosphate biosynthetic 
process; glycerol-3-
phosphate catabolic process; 
glycerophospholipid 
metabolic process; 
phospholipid biosynthetic 
process 
glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 
 complex; cytoplasm 
SE0250 rarD protein 6.02 0.78 0.0000109 4.96 not defined not defined integral component of 
plasma membrane 
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Gene name Product  Fold 
change 
Log(Fold 
change) 
P-value Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology  
(cellular component) 
SE0626 D-alanine--poly(phosphoribitol) 
ligase subunit 2 
5.84 0.77 8.29E-11 10.08 D-alanyl carrier activity cell wall organization; 
lipoteichoic acid 
biosynthetic process 
cytoplasm 
SE1270 coproporphyrinogen III oxidase 5.69 0.76 0.00000117 5.93 4 iron, 4 sulfur cluster binding; 
coproporphyrinogen oxidase 
activity; metal ion binding 
porphyrin-containing 
compound biosynthetic 
process 
cytoplasm 
SE1643 sucrose operon repressor 5.42 0.73 0.000000975 6.01 DNA binding regulation of transcription, 
DNA-templated 
not defined 
SE2322 ABC transporter ATP-binding 
protein 
5.36 0.73 0.00000369 5.43 ATPase activity; ATPase-
coupled amino acid 
transmembrane transporter 
activity; ATP binding 
methionine transport plasma membrane 
SE1856 biotin biosynthesis protein 5.29 0.72 2.98E-09 8.53 biotin transmembrane transporter 
activity 
transport integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE1019 guanosine 5'-monophosphate 
oxidoreductase 
5.25 0.72 1.11E-16 15.95 GMP reductase activity purine nucleotide metabolic 
process 
GMP reductase 
 complex 
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 0.0035 2.46 N2-acetyl-L-ornithine:2-
oxoglutarate 5-aminotransferase 
activity; pyridoxal phosphate 
binding 
arginine biosynthetic process cytoplasm 
SE1865 urease accessory protein UreF -5.2 -0.72 0.00575 2.24 nickel cation binding nitrogen compound 
metabolic process 
cytoplasm 
SE0400 monovalent cation/H+ antiporter 
subunit D 
-5.31 -0.73 0.01 2.00 antiporter activity; NADH 
dehydrogenase (ubiquinone) 
activity 
ATP synthesis coupled 
electron transport; ion 
transport 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE1738 general stress protein 20U -5.33 -0.73 7.07E-12 11.15 ferric iron binding; 
oxidoreductase activity, 
oxidizing metal ions 
cellular iron ion homeostasis membrane 
SE1015 gamma-aminobutyrate permease -5.39 -0.73 0.02 1.70 transmembrane transporter 
activity 
amino acid transport integral component of 
membrane 
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Gene name Product  
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology 
(cellular component) 
SE1317 adenine 
phosphoribosyltransferase 
-5.46 -0.74 0.02 1.70 adenine 
phosphoribosyltransferase 
activity 
adenine salvage; purine 
ribonucleoside salvage; 
AMP salvage 
cytoplasm 
SE1573 methionine 
aminopeptidase 
-5.46 -0.74 0.03 1.52 metal ion binding; 
metalloaminopeptidase activity 
protein initiator 
methionine removal 
not defined 
SE1177 ribosomal large subunit 
pseudouridine synthase B 
-5.61 -0.75 0.04 1.40 pseudouridine synthase 
activity; RNA binding 
pseudouridine synthesis not defined 
SE0910 signal recognition particle -5.64 -0.75 0.04 1.40 GTPase activity; GTP binding 
SRP-dependent 
cotranslational protein 
targeting to membrane cytoplasm 
SE2243 
accessory Sec system 
glycosyltransferase GtfA -5.68 -0.75 0.00000406 5.39 
transferase activity, 
transferring glycosyl groups; 
nucleotide binding 
protein O-linked 
glycosylation via serine 
Cytoplasm; plasma 
membrane ; protein 
complex 
SE1153 
3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase -5.8 -0.76 1.59E-11 10.80 
3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase 
activity 
aromatic amino acid 
family biosynthetic 
process; chorismate 
biosynthetic process cytoplasm 
SE2287 pur operon repressor -5.86 -0.77 0.000556 3.25 DNA binding 
negative regulation of 
purine nucleobase 
metabolic process; 
negative regulation of 
transcription, DNA-
templated; nucleoside 
metabolic process not defined 
SE1344 
uroporphyrinogen III 
synthase -5.89 -0.77 0.000666 3.18 
uroporphyrinogen-III synthase 
activity 
protoporphyrinogen IX 
biosynthetic process; 
uroporphyrinogen III 
biosynthetic process not defined 
rpmH 
50S ribosomal protein 
L34 -5.97 -0.78 4.86E-10 9.31 
structural constituent of 
ribosome translation ribosome 
SE2036 oxidoreductase -6.05 -0.78 7.44E-08 7.13 oxidoreductase activity 
oxidation-reduction 
process not defined 
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Gene name Product  
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology 
(cellular component) 
SE1224 shikimate kinase -6.15 -0.79 0.00129 2.89 
shikimate kinase activity; 
magnesium ion binding; ATP 
binding 
aromatic amino acid 
family biosynthetic 
process; chorismate 
biosynthetic process cytoplasm 
SE1545 
FUR family 
transcriptional regulator -6.15 -0.79 0.00311 2.51 
metal ion binding; DNA-
binding transcription factor 
activity; DNA binding 
Transcription, 
transcription regulattion cytoplasm 
SE2170 
anaerobic C4-
dicarboxylate transporter -6.37 -0.80 0.00000119 5.92 
C4-dicarboxylate 
transmembrane transporter 
activity not defined 
integral component of 
membrane 
SE2172 
anaerobic ribonucleoside 
triphosphate reductase -6.39 -0.81 0.00414 2.38 
ribonucleoside-triphosphate 
reductase activity 
DNA replication; 
oxidation-reduction 
process; pyrimidine 
nucleobase metabolic 
process not defined 
SE1299 
Holliday junction 
resolvase-like protein -6.45 -0.81 0.00458 2.34 nuclease activity rRNA 5'-end processing cytoplasm 
SE1143 dinG protein -6.47 -0.81 0.000125 3.90 
3'-5' exonuclease activity; ATP 
binding; DNA binding;DNA-
directed DNA polymerase 
activity; helicase activity DNA replication not defined 
SE0756 
quinol oxidase 
polypeptide IV QoxD -6.5 -0.81 0.00525 2.28 
oxidoreductase activity, acting 
on diphenols and related 
substances as donors, oxygen 
as acceptor 
ATP synthesis coupled 
electron transport 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE0433 secretory antigen SsaA -6.55 -0.82 0.000148 3.83 not defined not defined not defined 
prmA 
ribosomal protein L11 
methyltransferase -6.55 -0.82 0.000000368 6.43 
protein methyltransferase 
activity protein methylation  ribosome 
SE0763 
5-
(carboxyamino)imidazole 
ribonucleotide synthase -6.63 -0.82 0.000294 3.53 
phosphoribosylaminoimidazole 
carboxylase activity; 5-
(carboxyamino)imidazole 
ribonucleotide synthase 
activity; NAD binding; metal 
ion binding; ATP binding 
de novo' IMP biosynthetic 
process; oxidation-
reduction process not defined 
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Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology 
(cellular component) 
SE0698 Mg2+ transporter -6.63 -0.82 0.00938 2.03 
magnesium ion transmembrane 
transporter activity; metal ion 
binding Transport 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE2098 
sorbitol dehydrogenase-
like protein -6.67 -0.82 0.0000194 4.71 
oxidoreductase activity; zinc 
ion binding not defined not defined 
rho 
molecular chaperone 
GroEL -7 -0.85 0.01 2.00 
RNA-dependent ATPase 
activity; helicase activity; 
RNA binding; ATP binding 
DNA-templated 
transcription, termination not defined 
nadE NAD synthetase -7.09 -0.85 0.01 2.00 
NAD+ synthase activity; metal 
ion binding; NAD+ synthase 
(glutamine-hydrolyzing) 
activity; glutaminase activity; 
ATP binding NAD biosynthetic process cytoplasm 
SE1951 
attachment to host cells 
and virulence -7.17 -0.86 0.01 2.00 
glucosamine 6-phosphate N-
acetyltransferase activity 
UDP-N-acetylglucosamine 
biosynthetic process not defined 
SE1022 lexa repressor -7.19 -0.86 0.01 2.00 
hydrolase activity; DNA 
binding 
DNA repair; regulation of 
transcription, DNA-
templated; SOS response not defined 
SE0641 
monovalent cation/H+ 
antiporter subunit F -7.25 -0.86 0.0000138 4.86 
antiporter activity; ion 
transmembrane transporter 
activity sodium ion transport 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE0457 transcriptional regulator -7.25 -0.86 1.88E-08 7.73 
DNA binding; DNA-binding 
transcription factor activity 
Transcription, 
transcription regulattion cytoplasm 
murQ 
N-acetylmuramic acid-6-
phosphate etherase -7.61 -0.88 0.02 1.70 
carbohydrate derivative 
binding; carbon-oxygen lyase 
activity 
carbohydrate metabolic 
process; N-acetylmuramic 
acid catabolic process not defined 
SE0980 lysophospholipase -7.63 -0.88 0.000000251 6.60 hydrolase activity not defined not defined 
SE0986 
glutamine synthetase 
repressor -7.92 -0.90 0.03 1.52 DNA binding 
regulation of transcription, 
DNA-templated not defined 
SE0948 
tRNA pseudouridine 
synthase B -7.92 -0.90 0.000000639 6.19 
RNA binding; ◾tRNA 
pseudouridine synthase activity 
tRNA pseudouridine 
synthesis not defined 
SE1759 multidrug transporter -8.07 -0.91 0.03 1.52 not defined transmembrane transport 
integral component of 
plasma membrane 
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Gene ontology (molecular 
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Gene ontology (biological 
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Gene ontology 
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SE0814 heme synthase -8.51 -0.93 0.03 1.52 
oxidoreductase activity, acting 
on the CH-CH group of donors 
heme a biosynthetic 
process Cell membrane  
SE1305 
iron-sulfur cofactor 
synthesis protein-like 
protein -8.65 -0.94 5.52E-10 9.26 catalytic activity not defined not defined 
nrdF 
ribonucleotide-
diphosphate reductase 
subunit beta -8.76 -0.94 0.00446 2.35 
ribonucleoside-diphosphate 
reductase activity, thioredoxin 
disulfide as acceptor 
deoxyribonucleotide 
biosynthetic process 
ribonucleoside-
diphosphate reductase 
complex 
miaA 
tRNA delta(2)-
isopentenylpyrophosphate 
transferase -8.89 -0.95 0.00446 2.35 
ATP binding; ◾tRNA 
dimethylallyltransferase 
activity tRNA processing not defined 
SE0545 O-acetyltransferase -10.99 -1.04 0.04 1.40 transferase activity not defined not defined 
SE1199 
dihydrolipoamide 
dehydrogenase -11.14 -1.05 0.00469 2.33 
dihydrolipoyl dehydrogenase 
activity; electron transfer 
activity; flavin adenine 
dinucleotide binding cell redox homeostasis membrane 
SE1756 
ATP-binding Mrp-like 
protein -11.29 -1.05 0.00493 2.31 
ATPase activity; ATP binding; 
iron-sulfur cluster binding; 
metal ion binding not defined not defined 
SE0184 
staphopain,cysteine 
proteinase -11.43 -1.06 0.000739 3.13 cysteine-type peptidase activity pathogenesis extracellular region 
SE0470 
transcription repressor of 
fructose operon -11.62 -1.07 0.000000958 6.02 
DNA binding; DNA-binding 
transcription factor activity 
Transcription, 
transcription regulattion not defined 
SE0349 
phosphomethylpyrimidine 
kinase -11.87 -1.07 0.00104 2.98 
ATP binding; metal ion 
binding; 
phosphomethylpyrimidine 
kinase activity; pyridoxal 
kinase activity 
thiamine biosynthetic 
process not defined 
xseA 
exodeoxyribonuclease 
VII large subunit -12.31 -1.09 0.00715 2.15 
exodeoxyribonuclease VII 
activity; nucleic acid binding DNA catabolic process 
cytoplasm; 
exodeoxyribonuclease 
VII complex 
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hemC 
porphobilinogen 
deaminase -12.79 -1.11 9.86E-09 8.01 
hydroxymethylbilane synthase 
activity 
peptidyl-pyrromethane 
cofactor linkage; 
protoporphyrinogen IX 
biosynthetic process not defined 
recR 
recombination protein 
RecR -13.86 -1.14 0.00753 2.12 
DNA binding; metal ion 
binding 
DNA recombination; 
DNA repair not defined 
gltD 
glutamate synthase 
subunit beta -14.07 -1.15 0.00000133 5.88 
glutamate synthase (NADPH) 
activity; iron-sulfur cluster 
binding  
glutamate biosynthetic 
process not defined 
SE2081 
beta-subunit of L-serine 
dehydratas -14.25 -1.15 0.00122 2.91 
4 iron, 4 sulfur cluster binding; 
◾L-serine ammonia-lyase 
activity gluconeogenesis not defined 
SE1427 
spore cortex protein-like 
protein -14.65 -1.17 0.0000403 4.39 not defined not defined 
integral component of 
membrane 
mraY 
phospho-N-
acetylmuramoyl-
pentapeptide- transferase -15.09 -1.18 7.18E-08 7.14 
phospho-N-acetylmuramoyl-
pentapeptide-transferase 
activity; ◾UDP-N-
acetylmuramoyl-L-alanyl-D-
glutamyl-meso-2,6-
diaminopimelyl-D-alanyl-D-
alanine:undecaprenyl-
phosphate transferase activity 
cell cycle; cell division; 
cell wall organization; 
peptidoglycan biosynthetic 
process; regulation of cell 
shape 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE1090 
branched-chain amino 
acid carrier protein -16.18 -1.21 7.95E-10 9.10 
branched-chain amino acid 
transmembrane transporter 
activity 
Amino-acid transport, 
transport 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE1782 
lactose-specificiibc 
component -16.41 -1.22 0.00000275 5.56 
kinase activity; protein-N(PI)-
phosphohistidine-lactose 
phosphotransferase system 
transporter activity 
phosphoenolpyruvate-
dependent sugar 
phosphotransferase system 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE0439 
cell wall biosynthesis 
protein ScdA -20.95 -1.32 0.0000629 4.20 metal ion binding 
protein repair; response to 
nitrosative stress; response 
to oxidative stress cytoplasm 
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Gene ontology 
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ipk 
4-diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol 
kinase -21.74 -1.34 0.00184 2.74 
4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-
methyl-D-erythritol kinase 
activity; ATP binding 
terpenoid biosynthetic 
process not defined 
SE0243 surfactin synthetase -22.44 -1.35 5.12E-08 7.29 catalytic activity not defined not defined 
SE0408 iron dependent repressor -24.9 -1.40 0.00215 2.67 
DNA binding; DNA-binding 
transcription factor activity; 
protein dimerization activity; 
transition metal ion binding not defined not defined 
SE1599 chorismate mutase -26.07 -1.42 1.18E-09 8.93 
prephenate dehydratase 
activity 
L-phenylalanine 
biosynthetic process not defined 
SE1637 
accessory gene regulator 
C -77 -1.89 0.00011 3.96 not defined not defined 
integral component of 
membrane 
SE1638 
accessory gene regulator 
A -81.25 -1.91 0.00267 2.57 DNA binding 
phosphorelay signal 
transduction system cytoplasm 
SE0407 
ABC transporter ATP-
binding protein -250.86 -2.40 0.0000338 4.47 ATPase activity; ATP binding not defined not defined 
SE0848 
phenol soluble modulin 
beta 1/beta 2 -285.1 -2.45 0.01 2.00 not defined pathogenesis not defined 
SE1636 AgrD protein -391.5 -2.59 0.02 1.70 not defined not defined not defined 
SE0185 glycerol ester hydrolase -495.46 -2.70 0.02 1.70 hydrolase activity not defined extracellular region 
SE1543 V8 protease -534.59 -2.73 0.000859 3.07 
serine-type endopeptidase 
activity pathogenesis extracellular region 
SE0090 
transposase for IS-like 
element -636.85 -2.80 0.00000123 5.91 nucleic acid binding DNA integration not defined 
SE0405 lipoprotein -766.96 -2.88 0.00393 2.41 metal ion binding 
cell adhesion; metal ion 
transport not defined 
SE0079 
transposase for IS-like 
element -1795.5 -3.25 0.0044 2.36 nucleic acid binding DNA integration not defined 
BUM85_RS13055 
TetR/AcrR family 
transcriptional regulator -6.02 -0.78 0.000101 4.00 DNA binding not defined not defined 
BUM85_RS12985 
replication initiator 
protein A -20.48 -1.31 0.0023 2.64 
DNA binding; DNA 
topoisomerase activity DNA replication initiation not defined 
BUM85_RS13075 IS6 family transposase -1447.3 -3.16 1.43E-13 12.84 nucleic acid binding DNA integration not defined 
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Legend:  
not defined: no data from UniProt and Blast2Go database or KEGG mapping 
Gene name Transcript (gene ID) 
Product  Transcript product (protein) 
Fold change The fold change in gene expression 
Log(Fold change) Logarnitmic value of the fold change in gene expression 
P-value Standard p-value 
Log(P-value) Logaritmic value of the standard p-value 
Gene ontology (molecular function) Molecular function of the Product based on gene ontology 
Gene ontology (biological process) Biological process of the Product based on gene ontology 
Gene ontology (cellular component) Cellular component of the Product based on gene ontology 
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Table S2B. Gene ontology (GO) for differentially expressed genes (DEGs) for Staphylococcus epidermidis SE18 strain obtained from UniProt and 
Blast2Go database (criterion fold change (FC)>5, p<0.05; no hypothetical proteins)  
Gene 
name Product  
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology (cellular 
component) 
SE0875 uracil permease 27.64 1.44 2.51E-13 12.60 
uracil transmembrane 
transporter activity Transporters 
integral component of 
membrane 
SE1992 ABC transporter permease 16.04 1.21 0.0000924 4.03 transporter activity transmembrane transport 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE1934 transcriptional regulator 13.72 1.14 0.000234 3.63 DNA binding Transcriptional regulator not defined 
secY_2 
Accessory Sec system 
protein translocase subunit 
SecY2 11.75 1.07 
0.00000014
1 6.85 not defined 
intracellular protein 
transmembrane 
transport; protein targeting 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE2373 
1,4-beta-N-
acetylmuramidase 9.87 0.99 0.02 1.70 lysozyme activity 
cell wall macromolecule 
catabolic 
process; peptidoglycan 
catabolic process not defined 
hisH 
imidazole glycerol 
phosphate synthase subunit 
HisH 8.04 0.91 0.00384 2.42 
glutaminase 
activity; imidazoleglycerol-
phosphate synthase 
activity; lyase activity 
glutamine metabolic 
process; histidine 
biosynthetic process cytoplasm 
SE2392 
ribosomal-protein-serine 
N-acetyltransferase 8.04 0.91 0.00384 2.42 N-acetyltransferase activity  N-acetyltransferase activity  cytosol 
SE0242 
integral membrane protein 
LmrP 7.03 0.85 5.37E-11 10.27 not defined transmembrane transport 
integral component of 
plasma membrane 
SE0873 
bifunctional pyrimidine 
regulatory protein PyrR 
uracil 
phosphoribosyltransferase 7 0.85 1.29E-11 10.89 
RNA binding; uracil 
phosphoribosyltransferase 
activity 
DNA-templated transcription, 
termination; nucleoside 
metabolic process cytosol  
SE1242 ABC transporter 6.83 0.83 2.32E-09 8.63 
ATPase-coupled 
transmembrane transporter 
activity Membrane transport 
ATP-binding cassette 
(ABC) transporter 
complex; integral 
component of plasma 
membrane 
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Gene 
name Product  
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology (cellular 
component) 
SE1972 
nitrate reductase subunit 
gamma 6.81 0.83 7.83E-14 13.11 nitrate reductase activity 
Metabolism; Oxidoreductase; 
Respiratory nitrate reductase 
integral component of 
membrane; nitrate 
reductase complex 
SE2396 transporter 6.65 0.82 0.000323 3.49 
transmembrane transporter 
activity Transporters 
integral component of 
membrane 
SE2108 secretory antigen SsaA 6.24 0.80 8.59E-10 9.07 not defined Pathogenesis; Signal peptide 
Extracellular region (S. 
aureus) 
SE0134 arsenate reductase 6.12 0.79 2.09E-12 11.68 
arsenate reductase 
(thioredoxin) 
activity; protein tyrosine 
phosphatase activity 
response to arsenic-
containing substance cytoplasm 
SE0135 
arsenic efflux pump 
protein 5.97 0.78 0.01 2.00 
arsenite transmembrane 
transporter activity 
response to arsenic-
containing substance 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
rpsP 30S ribosomal protein S16 5.57 0.75 4.55E-14 13.34 
structural constituent of 
ribosome translation ribosome 
SE1606 penicillinase repressor 5.46 0.74 0.00139 2.86 DNA binding 
negative regulation of 
transcription, DNA-
templated; response to 
antibiotic cytoplasm 
rpmG_2 
50S ribosomal protein L33 
2 5.27 0.72 3.51E-09 8.45 
structural constituent of 
ribosome translation ribosome 
lspA 
lipoprotein signal 
peptidase 5.19 0.72 0.00197 2.71 
aspartic-type endopeptidase 
activity not defined 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE0510 
7-cyano-7-deazaguanine 
reductase 5.01 0.70 0.000271 3.57 
oxidoreductase activity, 
acting on other nitrogenous 
compounds as donors, with 
NAD or NADP as 
acceptor; preQ1 synthase 
activity 
queuosine biosynthetic 
process cytoplasm 
SE0587 phosphoglycerate mutase 5.01 0.70 1.51E-09 8.82 catalytic activity 
metabolic processes do not 
include single functions or 
processes cytosol 
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SE2220 
succinyl-diaminopimelate 
desuccinylase -34.03 -1.53 0.000276 3.56 
metal ion 
binding; metallopeptidase 
activity Cytosol 
Metabolism, Amino acid 
metabolism, Lysine 
biosynthesis, Hydrolases, 
cting on carbon-nitrogen 
bonds, other than peptide 
bonds, In linear amides, 
succinyl-diaminopimelate 
desuccinylase 
SE0041 Abi-alpha protein -21.14 -1.33 0.00195 2.71 not defined not defined not defined 
SE1079 alanine racemase -16.89 -1.23 
0.00000010
3 6.99 
alanine racemase 
activity; pyridoxal 
phosphate binding 
Metabolism, metabolism of 
cofactors and vitamins, folate 
biosynthesis; Transferases, 
Transferring nitrogenous 
groups, Transaminases, 
glutamine metabolic process not defined 
SE0181 
8-amino-7-oxononanoate 
synthase -16.3 -1.21 0.00508 2.29 
catalytic activity; pyridoxal 
phosphate binding biosynthetic process not defined 
SE0175 
accumulation-associated 
protein -15.54 -1.19 0.000182 3.74 metal ion binding 
Surface protein G, adhesion 
factor 
cell wall; extracellular 
region; membrane 
SE1746 repressor protein -12.11 -1.08 0.000799 3.10 
DNA-binding transcription 
factor activity not defined not defined 
SE1000 
two-component sensor 
histidine kinase -11.46 -1.06 0.02 1.70 
phosphorelay sensor kinase 
activity; protein 
dimerization activity 
Metabolism, protein kinases, 
Transferases, Transferring 
phosphorus-containing 
groups, Protein-histidine 
kinases; Two-component 
system, DesK-DesR 
(membrane lipid fluidity 
regulation) 
integral component of 
membrane 
SE2400 vraD protein -9.85 -0.99 0.03 1.52 
ATPase activity; ATP 
binding 
Membrane transport ABC 
transporters, ABC-2 
transporters, bacitracin 
transporter not defined 
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thiG thiazole synthase -8.83 -0.95 0.000566 3.25 sulfurtransferase activity 
thiamine biosynthetic 
process; thiamine 
diphosphate biosynthetic 
process cytoplasm 
SE0486 
6-pyruvoyl 
tetrahydrobiopterin 
synthase -8.47 -0.93 0.000119 3.92 
6-carboxy-5,6,7,8-
tetrahydropterin synthase 
activity; metal ion binding 
Metabolism, protein kinases, 
Transferases, Transferring 
phosphorus-containing 
groups, Protein-histidine 
kinases; Two-component 
system, DesK-DesR 
(membrane lipid fluidity 
regulation) not defined 
SE1657 
ketol-acid 
reductoisomerase -8.03 -0.90 0.000189 3.72 
ketol-acid reductoisomerase 
activity; magnesium ion 
binding; NADP binding 
isoleucine biosynthetic 
process; valine biosynthetic 
process not defined 
SE0107 arginine repressor ArgR -7.93 -0.90 8.06E-11 10.09 
arginine binding; DNA 
binding; DNA-binding 
transcription factor activity 
arginine biosynthetic 
process; protein complex 
oligomerization cytoplasm 
SE2380 cystathionine beta-lyase -7.82 -0.89 0.00752 2.12 
lyase activity; pyridoxal 
phosphate binding transsulfuration not defined 
SE2255 transport system protein -7.66 -0.88 0.00146 2.84 
ATPase activity; ATPase-
coupled organic 
phosphonate 
transmembrane transporter 
activity; ATP binding 
Membrane transport, ABC 
transporters, Phosphate and 
amino acid transporters,  plasma membrane 
SE0488 
anthranilate synthase 
component II -7.08 -0.85 0.0024 2.62 
anthranilate synthase 
activity; 4-amino-4-
deoxychorismate synthase 
activity  
  glutamine metabolic process 
anthranilate synthase 
complex 
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Gene 
name Product  
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) 
Gene ontology (molecular 
function) 
Gene ontology (biological 
process) 
Gene ontology (cellular 
component) 
         
SE0275 
1-(5-phosphoribosyl)-5-
[(5- 
phosphoribosylamino)met
hylideneamino] imidazole-
4-carboxamide isomerase -6.96 -0.84 0.01 2.00 
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5-
phosphoribosylamino)meth
ylideneamino]imidazole-4-
carboxamide isomerase 
activity histidine biosynthetic process cytoplasm 
SE0401 
monovalent cation/H+ 
antiporter subunit E -6 -0.78 2.57E-09 8.59 
antiporter activity; cation 
transmembrane transporter 
activity 
signaling and cellular 
processes, Transporters, 
Other transporters, 
Electrochemical potential-
driven transporters 
integral component of 
membrane; plasma 
membrane 
SE0320 xylitol dehydrogenase -5.75 -0.76 0.000779 3.11 
ribitol-5-phosphate 2-
dehydrogenase 
activity; zinc ion binding 
cell wall 
organization; poly(ribitol 
phosphate) teichoic acid 
biosynthetic process not defined 
SE1172 ferredoxin -5.38 -0.73 7.09E-09 8.15 
electron transfer 
activity; iron ion binding 
Unclassified: metabolism, 
Energy metabolism, fer; 
ferredoxin not defined 
SE1693 
transcriptional activator 
TenA -5.33 -0.73 
0.00000041
9 6.38 thiaminase activity 
thiamine biosynthetic 
process; thiamine 
diphosphate biosynthetic 
process not defined 
rpoZ 
DNA-directed RNA 
polymerase subunit omega -5.21 -0.72 3.59E-09 8.44 
DNA binding; DNA-
directed 5'-3' RNA 
polymerase activity transcription, DNA-templated cytosol 
 
 
Legend:  
not defined: no data from UniProt and Blast2Go database or KEGG mapping 
Gene name Transcript (gene ID) 
Product  Transcript product (protein) 
Fold change The fold change in gene expression 
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Log(Fold change) Logarnitmic value of the fold change in gene expression 
P-value Standard p-value 
Log(P-value) Logaritmic value of the standard p-value 
Gene ontology (molecular function) Molecular function of the Product based on gene ontology 
Gene ontology (biological process) Biological process of the Product based on gene ontology 
Gene ontology (cellular component) Cellular component of the Product based on gene ontology 
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Table S2C. KEGG pathways for differentially expressed genes (DEGs) for Staphylococcus epidermidis SE11 strain (criterion fold change (FC)>5, 
p<0.05; no hypothetical proteins)  
 
Gene name Product 
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
SE1070 thioredoxine reductase 124.91 2.10 7.83E-07 6.11 ABC transporters 
SE1070 thioredoxine reductase 124.91 2.10 7.83E-07 6.11 Two-component system 
SE1069 phosphate ABC transporter 38.53 1.59 3.71E-04 3.43 ABC transporters 
SE2046 
gluconate operon transcriptional 
repressor 33.58 1.53 1.17E-14 13.93 not defined 
SE0228 carbamate kinase 20.67 1.32 1.25E-07 6.90 Purine metabolism  
SE0228 carbamate kinase 20.67 1.32 1.25E-07 6.90 Microbial metabolism in diverse environments  
SE0228 carbamate kinase 20.67 1.32 1.25E-07 6.90 Nitrogen metabolism  
SE0228 carbamate kinase 20.67 1.32 1.25E-07 6.90 Carbon metabolism 
SE0228 carbamate kinase 20.67 1.32 1.25E-07 6.90 Metabolic pathways 
SE2321 ABC transporter permease 19.56 1.29 2.39E-11 10.62 ABC transporters 
sat sulfate adenylyltransferase 17.33 1.24 1.13E-13 12.95 Biosynthesis of antibiotics 
sat sulfate adenylyltransferase 17.33 1.24 1.13E-13 12.95 Purine metabolism  
sat sulfate adenylyltransferase 17.33 1.24 1.13E-13 12.95  Sulfur metabolism 
sat sulfate adenylyltransferase 17.33 1.24 1.13E-13 12.95  Microbial metabolism in diverse environments  
sat sulfate adenylyltransferase 17.33 1.24 1.13E-13 12.95 Monobactam biosynthesis  
sat sulfate adenylyltransferase 17.33 1.24 1.13E-13 12.95 Selenocompound metabolism  
SE0226 tributyrin esterase 16.28 1.21 2.19E-06 5.66 not defined 
thiG thiazole synthase 15.71 1.20 4.73E-05 4.33 Thiamine metabolism 
thiG thiazole synthase 15.71 1.20 4.73E-05 4.33 Metabolic pathways  
SE2197 alkaline phosphatase 13.36 1.13 1.88E-05 4.73 Two-component system 
SE2197 alkaline phosphatase 13.36 1.13 1.88E-05 4.73 Metabolic pathways  
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Gene name Product 
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
SE2197 alkaline phosphatase 13.36 1.13 1.88E-05 4.73 Thiamine metabolism  
SE2197 alkaline phosphatase 13.36 1.13 1.88E-05 4.73  Folate biosynthesis 
SE0334 arsenic efflux pump protein 11.77 1.07 3.89E-03 2.41 not defined 
uhpT arsenic efflux pump protein 11.53 1.06 4.00E-02 1.40 Two-component system 
SE1660 
isopropylmalate isomerase large 
subunit 11.53 1.06 4.00E-02 1.40 Biosynthesis of secondary metabolites 
SE1660 
isopropylmalate isomerase large 
subunit 11.53 1.06 4.00E-02 1.40 Oxocarboxylic acid metabolism 
SE1660 
isopropylmalate isomerase large 
subunit 11.53 1.06 4.00E-02 1.40 Valine. leucine and isoleucine biosynthesis  
SE1660 
isopropylmalate isomerase large 
subunit 11.53 1.06 4.00E-02 1.40 C5-Branched dibasic acid metabolism 
SE1660 
isopropylmalate isomerase large 
subunit 11.53 1.06 4.00E-02 1.40 Metabolic pathways 
SE0623 sugar phosphate antiporter 11.53 1.06 4.00E-02 1.40 not defined 
SE1906 amino acid amidohydrolase 11.11 1.05 5.49E-07 6.26 not defined 
SE1992 ABC transporter permease 10.49 1.02 6.01E-10 9.22 ABC transporters 
SE1973 nitrate reductase subunit delta 10.43 1.02 2.00E-04 3.70 Two-component system 
SE0592 3-dehydroquinase 9.72 0.99 4.72E-14 13.33 Biosynthesis of secondary metabolites 
SE0592 3-dehydroquinase 9.72 0.99 4.72E-14 13.33 Phenylalanine. tyrosine and tryptophan biosynthesis  
ispD 
2-C-methyl-D-erythritol 4-
phosphate cytidylyltransferase 8.99 0.95 4.20E-05 4.38 Pentose and glucuronate interconversions 
ispD 
2-C-methyl-D-erythritol 4-
phosphate cytidylyltransferase 8.99 0.95 4.20E-05 4.38 Metabolic pathways  
SE0681 
oligopeptide transport system 
permease OppC 8.13 0.91 7.61E-10 9.12 ABC transporters 
SE0681 
oligopeptide transport system 
permease OppC 8.13 0.91 7.61E-10 9.12  beta-Lactam resistance  
SE0681 
oligopeptide transport system 
permease OppC 8.13 0.91 7.61E-10 9.12 Quorum sensing 
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Gene name Product 
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
SE1654 dihydroxy-acid dehydratase 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 Biosynthesis of antibiotics 
SE1654 dihydroxy-acid dehydratase 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 Biosynthesis of amino acids 
SE1654 dihydroxy-acid dehydratase 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 Biosynthesis of secondary metabolites 
SE1654 dihydroxy-acid dehydratase 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 Oxocarboxylic acid metabolism 
SE1654 dihydroxy-acid dehydratase 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 Valine. leucine and isoleucine biosynthesis  
SE1654 dihydroxy-acid dehydratase 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 Pantothenate and CoA biosynthesis  
SE2048 
MerR family transcriptional 
regulator 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 not defined 
SE1067 
phosphate transporter ATP-binding 
protein 8.00 0.90 1.49E-04 3.83 ABC transporters 
SE1564 aminopeptidase 7.96 0.90 1.11E-16 15.95 not defined 
SE0373 PP family ATPase 7.51 0.88 2.72E-03 2.57 not defined 
SE2174 adenylyl-sulfate kinase 7.11 0.85 3.89E-06 5.41 Purine metabolism  
SE2174 adenylyl-sulfate kinase 7.11 0.85 3.89E-06 5.41  Microbial metabolism in diverse environments  
SE2174 adenylyl-sulfate kinase 7.11 0.85 3.89E-06 5.41  Sulfur metabolism 
SE2174 adenylyl-sulfate kinase 7.11 0.85 3.89E-06 5.41 Metabolic pathways  
SE2333 NADH dehydrogenase subunit 5 6.97 0.84 3.33E-16 15.48 Oxidative phosphorylation 
SE2333 NADH dehydrogenase subunit 5 6.97 0.84 3.33E-16 15.48 Metabolic pathways  
SE2323 cystathionine gamma-synthase 6.45 0.81 3.16E-14 13.50 Glycine. serine and threonine metabolism 
SE2323 cystathionine gamma-synthase 6.45 0.81 3.16E-14 13.50 Biosynthesis of antibiotics 
SE2323 cystathionine gamma-synthase 6.45 0.81 3.16E-14 13.50 Biosynthesis of amino acids 
SE2323 cystathionine gamma-synthase 6.45 0.81 3.16E-14 13.50 Sulfur metabolism  
SE2323 cystathionine gamma-synthase 6.45 0.81 3.16E-14 13.50 Cysteine and methionine metabolism 
SE1591 
geranylgeranylglyceryl phosphate 
synthase-like protein 6.37 0.80 2.24E-07 6.65 not defined 
SE1161 
glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 6.02 0.78 5.06E-14 13.30 not defined 
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Gene name Product 
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
SE0250 rarD protein 6.02 0.78 1.09E-05 4.96 not defined 
SE0626 
D-alanine--poly(phosphoribitol) 
ligase subunit 2 5.84 0.77 8.29E-11 10.08 Metabolic pathways 
SE0626 
D-alanine--poly(phosphoribitol) 
ligase subunit 2 5.84 0.77 8.29E-11 10.08 Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance  
SE0626 
D-alanine--poly(phosphoribitol) 
ligase subunit 2 5.84 0.77 8.29E-11 10.08 Two-component system 
SE1270 coproporphyrinogen III oxidase 5.69 0.76 1.17E-06 5.93 not defined 
SE1643 sucrose operon repressor 5.42 0.73 9.75E-07 6.01 not defined 
SE2322 
ABC transporter ATP-binding 
protein 5.36 0.73 3.69E-06 5.43 ABC transporters 
SE1856 biotin biosynthesis protein 5.29 0.72 2.98E-09 8.53 ABC transporters 
SE1019 
guanosine 5'-monophosphate 
oxidoreductase 5.25 0.72 1.11E-16 15.95 Purine metabolism  
SE1019 
guanosine 5'-monophosphate 
oxidoreductase 5.25 0.72 1.11E-16 15.95 Metabolic pathways  
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46  Microbial metabolism in diverse environments  
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46 Metabolic pathways 
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46 Biosynthesis of antibiotics 
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46 Biosynthesis of amino acids 
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46 Biosynthesis of secondary metabolites 
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46 Oxocarboxylic acid metabolism 
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46 Arginine biosynthesis  
SE1209 acetylornithine aminotransferase 5.19 0.72 3.50E-03 2.46  Lysine biosynthesis - 
SE1865 urease accessory protein UreF -5.20 -0.72 4.40E-03 2.36 not defined 
SE0400 
monovalent cation/H+ antiporter 
subunit D -5.31 -0.73 3.93E-03 2.41 not defined 
SE1738 general stress protein 20U -5.33 -0.73 1.23E-06 5.91 not defined 
SE1015 gamma-aminobutyrate permease -5.39 -0.73 8.59E-04 3.07 not defined 
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Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
SE1317 adenine phosphoribosyltransferase -5.46 -0.74 2.00E-02 1.70 Metabolic pathways  
SE1317 adenine phosphoribosyltransferase -5.46 -0.74 2.00E-02 1.70 Purine metabolism 
SE1573 methionine aminopeptidase -5.46 -0.74 2.00E-02 1.70 not defined 
SE1177 
ribosomal large subunit 
pseudouridine synthase B -5.61 -0.75 1.00E-02 2.00 not defined 
SE0910 signal recognition particle -5.64 -0.75 3.38E-05 4.47 Quorum sensing  
SE0910 signal recognition particle -5.64 -0.75 3.38E-05 4.47 Bacterial secretion system 
SE0910 signal recognition particle -5.64 -0.75 3.38E-05 4.47 Protein export  
SE2243 
accessory Sec system 
glycosyltransferase GtfA -5.68 -0.75 2.67E-03 2.57 not defined 
SE1153 
3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase -5.80 -0.76 1.10E-04 3.96  Biosynthesis of antibiotics  
SE1153 
3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase -5.80 -0.76 1.10E-04 3.96 Biosynthesis of amino acids 
SE1153 
3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase -5.80 -0.76 1.10E-04 3.96  Phenylalanine. tyrosine and tryptophan biosynthesis  
SE1153 
3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase -5.80 -0.76 1.10E-04 3.96 Metabolic pathways  
SE2287 pur operon repressor -5.86 -0.77 1.18E-09 8.93 not defined 
SE1344 uroporphyrinogen III synthase -5.89 -0.77 2.15E-03 2.67 Microbial metabolism in diverse environments 
SE1344 uroporphyrinogen III synthase -5.89 -0.77 2.15E-03 2.67 Biosynthesis of secondary metabolites 
SE1344 uroporphyrinogen III synthase -5.89 -0.77 2.15E-03 2.67 Porphyrin and chlorophyll metabolism 
SE1344 uroporphyrinogen III synthase -5.89 -0.77 2.15E-03 2.67 Metabolic pathways  
rpmH 50S ribosomal protein L34 -5.97 -0.78 5.12E-08 7.29 Ribosome  
SE2036 oxidoreductase -6.05 -0.78 1.84E-03 2.74 not defined 
SE1224 shikimate kinase -6.15 -0.79 2.75E-06 5.56 Metabolic pathways  
SE1224 shikimate kinase -6.15 -0.79 2.75E-06 5.56 Biosynthesis of secondary metabolites  
SE1224 shikimate kinase -6.15 -0.79 2.75E-06 5.56  Biosynthesis of antibiotics  
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Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
SE1224 shikimate kinase -6.15 -0.79 2.75E-06 5.56 Biosynthesis of amino acids 
SE1224 shikimate kinase -6.15 -0.79 2.75E-06 5.56  Phenylalanine. tyrosine and tryptophan biosynthesis  
SE1545 
FUR family transcriptional 
regulator -6.15 -0.79 6.29E-05 4.20 not defined 
SE2170 
anaerobic C4-dicarboxylate 
transporter -6.37 -0.80 7.95E-10 9.10 not defined 
SE2172 
anaerobic ribonucleoside 
triphosphate reductase -6.39 -0.81 7.18E-08 7.14 Metabolic pathways  
SE2172 
anaerobic ribonucleoside 
triphosphate reductase -6.39 -0.81 7.18E-08 7.14 Pyrimidine metabolism 
SE1299 
Holliday junction resolvase-like 
protein -6.45 -0.81 4.03E-05 4.39 not defined 
SE1143 dinG protein -6.47 -0.81 1.22E-03 2.91 not defined 
SE0756 
quinol oxidase polypeptide IV 
QoxD -6.50 -0.81 1.33E-06 5.88 Oxidative phosphorylation 
SE0756 
quinol oxidase polypeptide IV 
QoxD -6.50 -0.81 1.33E-06 5.88 Metabolic pathways  
SE0433 secretory antigen SsaA -6.55 -0.82 9.86E-09 8.01 not defined 
prmA 
ribosomal protein L11 
methyltransferase -6.55 -0.82 7.53E-03 2.12 not defined 
SE0763 
5-(carboxyamino)imidazole 
ribonucleotide synthase -6.63 -0.82 1.04E-03 2.98 Metabolic pathways  
SE0763 
5-(carboxyamino)imidazole 
ribonucleotide synthase -6.63 -0.82 1.04E-03 2.98 Biosynthesis of secondary metabolites 
SE0763 
5-(carboxyamino)imidazole 
ribonucleotide synthase -6.63 -0.82 1.04E-03 2.98 Biosynthesis of antibiotics  
SE0763 
5-(carboxyamino)imidazole 
ribonucleotide synthase -6.63 -0.82 1.04E-03 2.98 Purine metabolism 
SE0698 Mg2+ transporter -6.63 -0.82 7.15E-03 2.15 not defined 
SE2098 sorbitol dehydrogenase-like protein -6.67 -0.82 9.58E-07 6.02 Metabolic pathways  
SE2098 sorbitol dehydrogenase-like protein -6.67 -0.82 9.58E-07 6.02 Propanoate metabolism 
rho molecular chaperone GroEL -7.00 -0.85 7.39E-04 3.13 RNA degradation  
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Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
nadE NAD synthetase -7.09 -0.85 4.93E-03 2.31 Metabolic pathways  
nadE NAD synthetase -7.09 -0.85 4.93E-03 2.31 Nicotinate and nicotinamide metabolism  
SE1951 
attachment to host cells and 
virulence -7.17 -0.86 4.69E-03 2.33 not defined 
SE1022 lexa repressor -7.19 -0.86 4.00E-02 1.40 not defined 
SE0641 
monovalent cation/H+ antiporter 
subunit F -7.25 -0.86 4.46E-03 2.35 not defined 
SE0457 transcriptional regulator -7.25 -0.86 4.46E-03 2.35 not defined 
murQ 
N-acetylmuramic acid-6-phosphate 
etherase -7.61 -0.88 5.52E-10 9.26 Metabolic pathways  
murQ 
N-acetylmuramic acid-6-phosphate 
etherase -7.61 -0.88 5.52E-10 9.26 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 
SE0980 lysophospholipase -7.63 -0.88 3.00E-02 1.52 not defined 
SE0986 glutamine synthetase repressor -7.92 -0.90 6.39E-07 6.19 not defined 
SE0948 tRNA pseudouridine synthase B -7.92 -0.90 3.00E-02 1.52 not defined 
SE1759 multidrug transporter -8.07 -0.91 3.00E-02 1.52 not defined 
SE0814 heme synthase -8.51 -0.93 2.51E-07 6.60 Biosynthesis of secondary metabolites  
SE0814 heme synthase -8.51 -0.93 2.51E-07 6.60 Metabolic pathways  
SE0814 heme synthase -8.51 -0.93 2.51E-07 6.60 Two-component system 
SE0814 heme synthase -8.51 -0.93 2.51E-07 6.60 Oxidative phosphorylation 
SE0814 heme synthase -8.51 -0.93 2.51E-07 6.60 Porphyrin and chlorophyll metabolism 
SE1305 
iron-sulfur cofactor synthesis 
protein-like protein -8.65 -0.94 2.00E-02 1.70 Sulfur relay system 
SE1305 
iron-sulfur cofactor synthesis 
protein-like protein -8.65 -0.94 2.00E-02 1.70 Thiamine metabolism 
SE1305 
iron-sulfur cofactor synthesis 
protein-like protein -8.65 -0.94 2.00E-02 1.70 Metabolic pathways  
nrdF 
ribonucleotide-diphosphate 
reductase subunit beta -8.76 -0.94 1.88E-08 7.73 Purine metabolism 
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Log(P-
value) KEGG pathway 
miaA 
tRNA delta(2)-
isopentenylpyrophosphate 
transferase -8.89 -0.95 1.38E-05 
4.86 
Metabolic pathways  
miaA 
tRNA delta(2)-
isopentenylpyrophosphate 
transferase -8.89 -0.95 1.38E-05 
4.86 
Biosynthesis of secondary metabolites 
SE0545 O-acetyltransferase -10.99 -1.04 1.00E-02 2.00 not defined 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Pyruvate metabolism  
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Metabolic pathways  
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Biosynthesis of secondary metabolites 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Biosynthesis of antibiotics  
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Microbial metabolism in diverse environments 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Propanoate metabolism 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Glycine. serine and threonine metabolism 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Carbon metabolism 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00  Citrate cycle (TCA cycle)  
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism  
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00  Valine. leucine and isoleucine degradation  
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Tryptophan metabolism 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Lysine degradation 
SE1199 dihydrolipoamide dehydrogenase -11.14 -1.05 1.00E-02 2.00 Glycolysis / Gluconeogenesis  
SE1756 ATP-binding Mrp-like protein -11.29 -1.05 1.00E-02 2.00 not defined 
SE0184 staphopain.cysteine proteinase -11.43 -1.06 1.00E-02 2.00 not defined 
SE0470 
transcription repressor of fructose 
operon -11.62 -1.07 1.94E-05 4.71 not defined 
SE0349 phosphomethylpyrimidine kinase -11.87 -1.07 9.38E-03 2.03 Vitamin B6 metabolism 
SE0349 phosphomethylpyrimidine kinase -11.87 -1.07 9.38E-03 2.03 Metabolic pathways  
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Gene name Product 
Fold 
change 
Log(Fold 
change) P-value 
Log(P-
value) KEGG pathway 
xseA 
exodeoxyribonuclease VII large 
subunit -12.31 -1.09 2.94E-04 3.53 Mismatch repair 
hemC porphobilinogen deaminase -12.79 -1.11 3.68E-07 6.43 Metabolic pathways  
hemC porphobilinogen deaminase -12.79 -1.11 3.68E-07 6.43 Biosynthesis of secondary metabolites 
hemC porphobilinogen deaminase -12.79 -1.11 3.68E-07 6.43 Microbial metabolism in diverse environments 
hemC porphobilinogen deaminase -12.79 -1.11 3.68E-07 6.43 Porphyrin and chlorophyll metabolism 
recR recombination protein RecR -13.86 -1.14 1.48E-04 3.83 Homologous recombination 
gltD glutamate synthase subunit beta -14.07 -1.15 5.25E-03 2.28 Nitrogen metabolism 
SE2081 beta-subunit of L-serine dehydratas -14.25 -1.15 1.25E-04 3.90  Cysteine and methionine metabolism  
SE2081 beta-subunit of L-serine dehydratas -14.25 -1.15 1.25E-04 3.90 Metabolic pathways  
SE2081 beta-subunit of L-serine dehydratas -14.25 -1.15 1.25E-04 3.90 Biosynthesis of secondary metabolites  
SE2081 beta-subunit of L-serine dehydratas -14.25 -1.15 1.25E-04 3.90  Biosynthesis of antibiotics  
SE2081 beta-subunit of L-serine dehydratas -14.25 -1.15 1.25E-04 3.90 Biosynthesis of amino acids 
SE2081 beta-subunit of L-serine dehydratas -14.25 -1.15 1.25E-04 3.90 Carbon metabolism 
SE2081 beta-subunit of L-serine dehydratas -14.25 -1.15 1.25E-04 3.90 Glycine. serine and threonine metabolism 
SE1427 spore cortex protein-like protein -14.65 -1.17 4.58E-03 2.34 not defined 
mraY 
phospho-N-acetylmuramoyl-
pentapeptide- transferase -15.09 -1.18 4.14E-03 2.38 Metabolic pathways  
mraY 
phospho-N-acetylmuramoyl-
pentapeptide- transferase -15.09 -1.18 4.14E-03 2.38 Vancomycin resistance 
mraY 
phospho-N-acetylmuramoyl-
pentapeptide- transferase -15.09 -1.18 4.14E-03 2.38 Peptidoglycan biosynthesis 
SE1090 
branched-chain amino acid carrier 
protein -16.18 -1.21 1.19E-06 5.92 not defined 
SE1782 lactose-specificiibc component -16.41 -1.22 3.11E-03 2.51 Metabolic pathways  
SE1782 lactose-specificiibc component -16.41 -1.22 3.11E-03 2.51 Phosphotransferase system (PTS) 
SE0439 cell wall biosynthesis protein ScdA -20.95 -1.32 1.29E-03 2.89 not defined 
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Gene name Product Fold 
change 
Log(Fold change) P-value Log(P-value) KEGG pathway 
ipk 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol kinase 
-21.74 -1.34 7.44E-08 7.13  Metabolic pathways  
ipk 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol kinase 
-21.74 -1.34 7.44E-08 7.13  Biosynthesis of secondary metabolites 
ipk 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol kinase 
-21.74 -1.34 7.44E-08 7.13  Biosynthesis of antibiotics  
ipk 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol kinase 
-21.74 -1.34 7.44E-08 7.13  Terpenoid backbone biosynthesis  
SE0243 surfactin synthetase -22.44 -1.35 4.86E-10 9.31  not defined 
SE0408 iron dependent repressor -24.90 -1.40 6.66E-04 3.18  not defined 
SE1599 chorismate mutase -26.07 -1.42 5.56E-04 3.25  Phenylalanine. tyrosine and tryptophan biosynthesis  
SE1599 chorismate mutase -26.07 -1.42 5.56E-04 3.25  Biosynthesis of secondary metabolites 
SE1599 chorismate mutase -26.07 -1.42 5.56E-04 3.25  Biosynthesis of antibiotics  
SE1599 chorismate mutase -26.07 -1.42 5.56E-04 3.25  Biosynthesis of amino acids 
SE1599 chorismate mutase -26.07 -1.42 5.56E-04 3.25  Metabolic pathways  
SE1637 accessory gene regulator C -77.00 -1.89 4.06E-06 5.39  Quorum sensing  
SE1637 accessory gene regulator C -77.00 -1.89 4.06E-06 5.39  Two-component system 
SE1638 accessory gene regulator A -81.25 -1.91 3.08E-06 5.51  Quorum sensing  
SE1638 accessory gene regulator A -81.25 -1.91 3.08E-06 5.51  Two-component system 
SE0407 ABC transporter ATP-binding 
protein 
-250.86 -2.40 4.00E-02 1.40  ABC transporters - 
SE0848 phenol soluble modulin beta 1/beta 2 -285.10 -2.45 4.00E-02 1.40  Quorum sensing  
SE1636 AgrD protein -391.50 -2.59 3.00E-02 1.52  Quorum sensing  
SE1636 AgrD protein -391.50 -2.59 3.00E-02 1.52  Two-component system 
SE0185 glycerol ester hydrolase -495.46 -2.70 2.00E-02 1.70  Glycerolipid metabolism 
SE0185 glycerol ester hydrolase -495.46 -2.70 2.00E-02 1.70  Metabolic pathways  
SE1543 V8 protease -534.59 -2.73 2.00E-02 1.70  Quorum sensing  
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Gene name Product Fold 
change 
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SE0090 transposase for IS-like element -636.85 -2.80 7.07E-12 11.15  not defined 
SE0405 lipoprotein -766.96 -2.88 1.00E-02 2.00  ABC transporters 
SE0079 transposase for IS-like element -1795.51 -3.25 5.75E-03 2.24  not defined 
BUM85_RS13055 TetR/AcrR family transcriptional 
regulator 
-6.02 -0.78 1.01E-04 4.00  not defined 
BUM85_RS12985 replication initiator protein A -20.48 -1.31 2.30E-03 2.64  not defined 
BUM85_RS13075 IS6 family transposase -1447.36 -3.16 1.43E-13 12.84  not defined 
 
 
Legend:  
not defined: no data from UniProt and Blast2Go database or KEGG mapping 
KEGG pathway Pahway of the Product based on KEGG 
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Table S2D. KEGG pathways for differentially expressed genes (DEGs) for Staphylococcus epidermidis SE18 strain (criterion fold change (FC)>5, 
p<0.05; no hypothetical proteins)  
Gene name Product Fold change 
Log(Fold 
change) P-value Log(P-value) KEGG pathway 
SE0875 uracil permease 27.64 1.44 2.51E-13 12.60 not defined 
SE1992 ABC transporter permease 16.04 1.21 9.24E-05 4.03 ABC transporters  
SE1934 transcriptional regulator 13.72 1.14 2.34E-04 3.63 not defined 
secY_2 
Accessory Sec system protein translocase 
subunit SecY2 11.75 1.07 1.41E-07 6.85 Protein export  
secY_2 
Accessory Sec system protein translocase 
subunit SecY2 11.75 1.07 1.41E-07 6.85 Quorum sensing  
secY_2 
Accessory Sec system protein translocase 
subunit SecY2 11.75 1.07 1.41E-07 6.85 Bacterial secretion system 
SE2373 1,4-beta-N-acetylmuramidase 9.87 0.99 2.00E-02 1.70 not defined 
hisH 
imidazole glycerol phosphate synthase subunit 
HisH 8.04 0.91 3.84E-03 2.42 Metabolic pathways  
hisH 
imidazole glycerol phosphate synthase subunit 
HisH 8.04 0.91 3.84E-03 2.42 
Biosynthesis of secondary 
metabolites 
hisH 
imidazole glycerol phosphate synthase subunit 
HisH 8.04 0.91 3.84E-03 2.42 Histidine metabolism 
hisH 
imidazole glycerol phosphate synthase subunit 
HisH 8.04 0.91 3.84E-03 2.42 Biosynthesis of amino acids 
SE2392 ribosomal-protein-serine N-acetyltransferase 8.04 0.91 3.84E-03 2.42 not defined 
SE0242 integral membrane protein LmrP 7.03 0.85 5.37E-11 10.27 not defined 
SE0873 
bifunctional pyrimidine regulatory protein 
PyrR uracil phosphoribosyltransferase 7 0.85 1.29E-11 10.89 Metabolic pathways  
SE0873 
bifunctional pyrimidine regulatory protein 
PyrR uracil phosphoribosyltransferase 7 0.85 1.29E-11 10.89 Pyrimidine metabolism 
SE1242 ABC transporter 6.83 0.83 2.32E-09 8.63 ABC transporters  
SE1972 nitrate reductase subunit gamma 6.81 0.83 7.83E-14 13.11 Metabolic pathways  
SE1972 nitrate reductase subunit gamma 6.81 0.83 7.83E-14 13.11 
Microbial metabolism in diverse 
environments 
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Gene name Product Fold change 
Log(Fold 
change) P-value Log(P-value) KEGG pathway 
SE1972 nitrate reductase subunit gamma 6.81 0.83 7.83E-14 13.11 Nitrogen metabolism 
SE1972 nitrate reductase subunit gamma 6.81 0.83 7.83E-14 13.11 Two-component system 
SE2396 transporter 6.65 0.82 3.23E-04 3.49 not defined 
SE2108 secretory antigen SsaA 6.24 0.80 8.59E-10 9.07 not defined 
SE0134 arsenate reductase 6.12 0.79 2.09E-12 11.68 not defined 
SE0135 arsenic efflux pump protein 5.97 0.78 1.00E-02 2.00 not defined 
rpsP 30S ribosomal protein S16 5.57 0.75 4.55E-14 13.34 Ribosome 
SE1606 penicillinase repressor 5.46 0.74 1.39E-03 2.86 beta-Lactam resistance 
rpmG_2 50S ribosomal protein L33 2 5.27 0.72 3.51E-09 8.45 Ribosome 
lspA lipoprotein signal peptidase 5.19 0.72 1.97E-03 2.71 Protein export  
SE0510 7-cyano-7-deazaguanine reductase 5.01 0.70 2.71E-04 3.57 Metabolic pathways  
SE0510 7-cyano-7-deazaguanine reductase 5.01 0.70 2.71E-04 3.57 Folate biosynthesis 
SE0587 phosphoglycerate mutase 5.01 0.70 1.51E-09 8.82 not defined 
rpoZ 
DNA-directed RNA polymerase subunit 
omega -5.21 -0.72 3.59E-09 8.44 RNA polymerase 
SE1693 transcriptional activator TenA -5.33 -0.73 4.19E-07 6.38 Metabolic pathways 
SE1693 transcriptional activator TenA -5.33 -0.73 4.19E-07 6.38 Thiamine metabolism 
SE1172 ferredoxin -5.38 -0.73 7.09E-09 8.15 not defined 
SE0320 xylitol dehydrogenase -5.75 -0.76 7.79E-04 3.11 Metabolic pathways 
SE0320 xylitol dehydrogenase -5.75 -0.76 7.79E-04 3.11 
Pentose and glucuronate 
interconversions  
SE0401 monovalent cation/H+ antiporter subunit E -6 -0.78 2.57E-09 8.59 not defined 
SE0275 
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5- 
phosphoribosylamino)methylideneamino] 
imidazole-4-carboxamide isomerase -6.96 -0.84 1.00E-02 2.00 Metabolic pathways 
SE0275 
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5- 
phosphoribosylamino)methylideneamino] 
imidazole-4-carboxamide isomerase -6.96 -0.84 1.00E-02 2.00 Biosynthesis of amino acids  
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change) P-value Log(P-value) KEGG pathway 
SE0275 
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5- 
phosphoribosylamino)methylideneamino] 
imidazole-4-carboxamide isomerase -6.96 -0.84 1.00E-02 2.00 
Biosynthesis of secondary 
metabolites 
SE0275 
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5- 
phosphoribosylamino)methylideneamino] 
imidazole-4-carboxamide isomerase -6.96 -0.84 1.00E-02 2.00 Histidine metabolism 
SE0488 anthranilate synthase component II -7.08 -0.85 2.40E-03 2.62 Folate biosynthesis 
SE2255 transport system protein -7.66 -0.88 1.46E-03 2.84 ABC transporters  
SE2380 cystathionine beta-lyase -7.82 -0.89 7.52E-03 2.12 Metabolic pathways 
SE2380 cystathionine beta-lyase -7.82 -0.89 7.52E-03 2.12 Biosynthesis of amino acids  
SE2380 cystathionine beta-lyase -7.82 -0.89 7.52E-03 2.12 
Biosynthesis of secondary 
metabolites 
SE2380 cystathionine beta-lyase -7.82 -0.89 7.52E-03 2.12 Selenocompound metabolism 
SE2380 cystathionine beta-lyase -7.82 -0.89 7.52E-03 2.12 Cysteine and methionine metabolism 
SE0107 arginine repressor ArgR -7.93 -0.90 8.06E-11 10.09 not defined 
SE1657 ketol-acid reductoisomerase -8.03 -0.90 1.89E-04 3.72 Metabolic pathways 
SE1657 ketol-acid reductoisomerase -8.03 -0.90 1.89E-04 3.72 Biosynthesis of amino acids  
SE1657 ketol-acid reductoisomerase -8.03 -0.90 1.89E-04 3.72 
Biosynthesis of secondary 
metabolites 
SE1657 ketol-acid reductoisomerase -8.03 -0.90 1.89E-04 3.72 
Valine, leucine and isoleucine 
biosynthesis 
SE1657 ketol-acid reductoisomerase -8.03 -0.90 1.89E-04 3.72 Pantothenate and CoA biosynthesis 
SE1657 ketol-acid reductoisomerase -8.03 -0.90 1.89E-04 3.72 Oxocarboxylic acid metabolism 
SE1657 ketol-acid reductoisomerase -8.03 -0.90 1.89E-04 3.72 Biosynthesis of antibiotics  
SE0486 6-pyruvoyl tetrahydrobiopterin synthase -8.47 -0.93 1.19E-04 3.92 Metabolic pathways 
SE0486 6-pyruvoyl tetrahydrobiopterin synthase -8.47 -0.93 1.19E-04 3.92 Folate biosynthesis 
thiG thiazole synthase -8.83 -0.95 5.66E-04 3.25 Metabolic pathways 
thiG thiazole synthase -8.83 -0.95 5.66E-04 3.25 Thiamine metabolism 
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change) P-value Log(P-value) KEGG pathway 
SE2400 vraD protein -9.85 -0.99 3.00E-02 1.52 ABC transporters  
SE2400 vraD protein -9.85 -0.99 3.00E-02 1.52 Two-component system  
SE1000 two-component sensor histidine kinase -11.46 -1.06 2.00E-02 1.70 Two-component system  
SE1746 repressor protein -12.11 -1.08 7.99E-04 3.10 not defined 
SE0175 accumulation-associated protein -15.54 -1.19 1.82E-04 3.74 not defined 
SE0181 8-amino-7-oxononanoate synthase -16.3 -1.21 5.08E-03 2.29 Metabolic pathways 
SE0181 8-amino-7-oxononanoate synthase -16.3 -1.21 5.08E-03 2.29 Biotin metabolism 
SE1079 alanine racemase -16.89 -1.23 1.03E-07 6.99 Metabolic pathways 
SE1079 alanine racemase -16.89 -1.23 1.03E-07 6.99 D-Alanine metabolism 
SE1079 alanine racemase -16.89 -1.23 1.03E-07 6.99 Vancomycin resistance 
SE0041 Abi-alpha protein -21.14 -1.33 1.95E-03 2.71 not defined 
SE2220 succinyl-diaminopimelate desuccinylase -34.03 -1.53 2.76E-04 3.56 Metabolic pathways 
SE2220 succinyl-diaminopimelate desuccinylase -34.03 -1.53 2.76E-04 3.56 Biosynthesis of amino acids  
SE2220 succinyl-diaminopimelate desuccinylase -34.03 -1.53 2.76E-04 3.56 Lysine biosynthesis 
SE2220 succinyl-diaminopimelate desuccinylase -34.03 -1.53 2.76E-04 3.56 
Microbial metabolism in diverse 
environments 
 
Legend:  
not defined: no data from UniProt and Blast2Go database or KEGG mapping 
KEGG pathway Pahway of the Product based on KEGG 
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Date: 9 January 2020 at 19:53:28 CET 
To: urska ribic <ursa.ribic@icloud.com> 
Subject: RE:  permission to use the article in doctoral dissertation 
 
 
Hi Urska: 
  
Copyright permission is granted for this request to include your article published in MICROBIAL DRUG RESISTANCE in your doctoral 
thesis. 
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Mary Ann Liebert, Inc. 
New Rochelle, NY 
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Karen Ballen 
Manager, Reprints/ePrints, Permissions, and Liebert Open Access 
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Mary Ann Liebert, Inc. 
New Rochelle, NY 
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Dear,  
  
I would like to ask you regarding a permission to use the research article that was just published in the journal Microbial drug resistance, 
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